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l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D )  o f  0 . 0 0 5  m g L W '  a n d  a  l i m i t  o f  q u a n t i f i c a t i o n  ( L O Q )  o f  
0 . 0 2  m g ~ - ' .  T h e  m e t h o d  f o r  e s t r a d i o l ,  w h i c h  u t i l i s e d  t h e  n a t u r a l  f l u o r e s c e n c e  o f  
t h i s  c o m p o u n d  a s  a  m e a n s  o f  d e t e c t i o n ,  h a d  a  L O D  o f  0 . 0 0 2 5  m g L - '  a n d  a  L O Q  
o f  0 . 0 5  m g ~ - ' .  
A  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  m e t h o d  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  f r o m  
s e a w a t e r  w a s  e s t a b l i s h e d .  T h i s  m e t h o d  h a d  a  r e c o v e r y  r a t e  o f  8 3 . 2 %  f o r  c a f f e i n e  
a n d  8 8 . 9 %  f o r  e s t r a d i o l .  
I t e m s  o f  g l a s s w a r e  t h a t  w o u l d  a l l o w  t h e  s i i n u l t a n e o u s  p r e p a r a t i o n  o f  u p  t o  1 2  
e x t r a c t s  o f  s e a w a t e r  t h a t  w o u l d  b e  s u i t a b l e  f o r  H P L C  a n a l y s i s  w e r e  d e s i g n e d .  
C h a p t e r  1  
I n t r o d u c t i o n  
E n v i r o n m e n t a l  p o l l u t i o n ,  t h e  b a c k g r o u n d  t o  s o l i d  
p h a s e  e x t r a c t i o n  a n d  s a m p l i n g  p r o c e d u r e s  
1 . 1  E n v i r o n m e n t a l  p o l l u t i o n  
1 . 1 . 1 :  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  p h e n o m e n o n  o f  w i d e s p r e a d  e n v i r o n m e n t a l  
p o l l u t i o n  
I t  h a s ,  p r o b a b l y ,  a l w a y s  b e e n  r e a l i z e d  t h a t  e x c e s s i v e  d i s c h a r g e  o f  t h e  r e h s e  o f  
h u m a n  l i v i n g  i n t o  r i v e r s  o r  l a k e s  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  a f f e c t  d e t r i m e n t a l l y  t h e  s t a t e  
o f  t h o s e  w a t e r w a y s  a n d  t h a t  s u c h  d e t e r i o r a t i o n  i n  t h e  q u a l i t y  o f  w a t e r  s o u r c e s  
i n e v i t a b l y  h a s  d e l e t e r i o u s  c o n s e q u e n c e s  f o r  l o c a l  c o m m u n i t i e s .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  
o c e a n s  h a v e  u n t i l  r e c e n t l y ,  b e e n  s e e n  a s  s i n k s  o f  a l m o s t  i n f i n i t e  c a p a c i t y  f o r  s u c h  
r e h s e  a n d  t h e  d i v e r t i o n  o f  u n w a n t e d  m a t e r i a l s  t o  t h e  s e a  h a s  b e e n  v i e w e d  a s  a  
c o n v e n i e n c e  t h a t  w o u l d  h a v e  n e g l i g i b l e ,  i f  a n y ,  c o n s e q u e n c e s  f o r  m a n k i n d .  
T h o u g h  a r c h a e o l o g y  h a s  r e v e a l e d  i n s t a n c e s  w h e r e  p r e h i s t o r i c  c o p p e r  r e f i n i n g  d i d  
c a u s e  e x t e n s i v e  p o l l u t i o n  o f  b o t h  m a r i n e  a n d  c o a s t a l  h a b i t a t s  [ I ] ,  t h i s  v i e w  w a s ,  
l a r g e l y ,  j u s t i f i a b l e  s i n c e  t h e  b u l k  o f  s u c h  r e f u s e  w a s  o f  a n  o r g a n i c  n a t u r e  a n d  
h e n c e  b i o d e g r a d a b l e .  H o w e v e r ,  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  c h e m i c a l  i n d u s t r y  i n  
t h e  1 9 3 0 s  a  r a n g e  o f  n o n - b i o d e g r a d a b l e  c h e m i c a l s  b e c a m e  a v a i l a b l e  a n d  t h e  
i m p l i c i t  a c c e p t a n c e  o f  t h i s  v i e w  c o u l d  n o  l o n g e r  r e m a i n  u n c h a l l e n g e d .  
A f t e r  t h e  S e c o n d  W o r l d  W a r  t h e  r a n g e  o f  s u c h  c h e m i c a l s  a n d  t h e  q u a n t i t i e s  
t h a t  w e r e  b e i n g  p r o d u c e d  i n c r e a s e d  d r a m a t i c a l l y .  T h a t  s u c h  d e v e l o p m e n t s  w e r e  
n o t  e n v i r o n m e n t a l l y  n e u t r a l  a n d  t h a t  w i d e s p r e a d  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  e n v i r o n m e n t  
w a s  p o s s i b l e  w e r e  b r o u g h t  t o  p u b l i c  a w a r e n e s s  b y  s e v e r a l  o c c u r r e n c e s .  
T h e  c o n t a m i n a t i o n  o f  f i s h  b y  o r g a n i c  m e r c u r y  t h a t  h a d  b e e n  d i s c h a r g e d  i n t o  t h e  
s e a  a t  M i n a m a t a ,  J a p a n ,  i n  t h e  1 9 5 0 s  g a v e  r i s e  t o  a  d i s e a s e  i n  t h e  l o c a l  p o p u l a t i o n  
t h a t  u s e d  t h e s e  f i s h  a s  p a r t  o f  t h e i r  d i e t .  M o r e  t h a n  9 0 0  p e o p l e  d i e d  a s  a  
c o n s e q u e n c e  o f  e a t i n g  l o c a l l y  c a u g h t  f i s h  a n d  t h o u s a n d s  w e r e  l e f t  p e r m a n e n t l y  
d i s a b l e d  a s  t h e  d i s e a s e  a t t a c k e d  t h e i r  n e r v o u s  s y s t e m  c a u s i n g  b l i n d n e s s ,  s e i z u r e s ,  
m a n y  s e n s o r y  d i s o r d e r s  a n d  m a l f o r m e d  p r e g n a n c i e s .  
I n  t h e  e a r l y  1 9 6 0 s  t h e  d e c l i n e  i n  t h e  p o p u l a t i o n  o f  c e r t a i n  b i r d s  o f  p r e y  w a s  
o b s e r v e d ,  e . g .  t h e  b a l d  e a g l e  i n  N o r t h  A m e r i c a  a n d  t h e  w h i t e  t a i l e d  e a g l e  i n  t h e  
B a l t i c .  T h i s  w a s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  w i d e s p r e a d  u s e  o f  t h e  i n s e c t i c i d e ,  D D T .  
I n  1 9 6 8  i n  Y u s h o ,  J a p a n ,  a  b r a n d  o f  r i c e  o i l  c o n t a m i n a t e d  w i t h  p o l y c h l o r i n a t e d  
b i p h e n y l s  w a s  m a d e  a v a i l a b l e .  A b o u t  1 8 0 0  p e o p l e  w h o  h a d  i n g e s t e d  t h i s  p r o d u c t  
s u b s e q u e n t l y  p r e s e n t e d  w i t h  s e v e r e  c l i n i c a l  s y m p t o m s .  
A s  a n  e x a m p l e  o f  a  s y n t h e t i c  m a t e r i a l  t h a t  w a s  i n i t i a l l y  p e r c e i v e d  t o  b e  o f  b e n e f i t  
t o  m a n k i n d  b u t  s u b s e q u e n t l y  f o u n d  t o  h a v e  d i s a d v a n t a g e s ,  i t  i s ,  p e r h a p s ,  w o r t h  
r e c a l l i n g  s o m e  o f  t h e  c i r c u m s t a n c e s  s u r o u n d i n g  t h e  u s e  o f  D D T  ( D i c h l o r o -  
d i p h e n y l - t r i c h l o r o e t h a n e ) .  T h i s  c o m p o u n d  w a s  f i r s t  s y n t h e s i s e d  i n  1 8 7 4  b y  t h e  
G e r m a n  c h e m i s t ,  O t h m a r  Z e i d l e r .  I n  1 9 3 9  a  S w i s s  c h e m i s t ,  P a u l  M u e l l e r ,  
r e c o g n i s e d  i t s  e f f e c t i v e  i n s e c t i c i d a l  p r o p e r t i e s  a n d  f o r  t h i s  w o r k  h e  w a s  a w a r d e d  
t h e  N o b e l  p r i z e  i n  m e d i c i n e  i n  1 9 4 8 .  P r i o r  t o  t h i s  o b s e r v a t i o n  p e s t  c o n t r o l  i n  
h o r t i c u l t u r e  w a s  a c h i e v e d  w i t h  s u c h  t o x i c  c o m p o u n d s  a s  l e a d  o r  c a l c i u m  a r s e n a t e .  
D D T  w a s  u s e d  e x t e n s i v e l y  d u r i n g  t h e  1 9 5 0 s  a n d  1 9 6 0 s  t o  c o n t r o l  m o s q u i t o e s  a n d  
a g r i c u l t u r a l  p e s t s .  T h e  d e t r i m e n t a l  e f f e c t s  t h a t  D D T  w a s  h a v i n g  o n  w i l d  l i f e  w e r e  
g r a d u a l l y  r e c o g n i s e d  d u r i n g  t h e  l a t e  1 9 5 0 s  .  T h e s e  e f f e c t s  r a n g e d  f r o m  t h e  
o b s e r v a t i o n  o f  d e a d  b i r d s  i n  f i e l d s  t h a t  h a d  b e e n  s p r a y e d  w i t h  t h e  c o m p o u n d  t o  t h e  
p e r s i s t a n c e  o f  o v i d u c t s  i n  m a l e  b i r d s  t h a t  o t h e r w i s e  a p p e a r e d  q u i t e  h e a l t h y .  S h e l l  
t h i n n i n g  a n d  c o n s e q u e n t  r e d u c t i o n  i n  n u m b e r s  w a s  a  c o m m o n  o b s e r v a t i o n  i n  
e a g l e s  a n d  o t h e r  b i r d s  o f  p r e y -  i . e .  t o p  p r e d a t o r s .  
I n  t h e  l a t e  1 9 5 0 s  o b s e r v a t i o n s  s u c h  a s  t h e s e  p r o m p t e d  w i d e s p r e a d  c o n c e r n  
a m o n g s t  s c i e n t i s t s  a n d  o t h e r s .  I n  1 9 6 2  t h e s e  c o n c e r n s  w e r e  h i g h l i g h t e d  b y  a n  
e m p l o y e e  o f  t h e  U S  F i s h  a n d  W i l d l i f e  s e r v i c e ,  R a c h e l  C a r s o n ,  i n  h e r  b o o k  e n t i t l e d ,  
" S i l e n t  S p r i n g "  [ 2 ] .  I n  1 9 7 0  l e g i s l a t i o n  r e s t r i c t e d  t h e  u s e  o f  D D T  a n d  s h o r t l y  
t h e r e a f t e r  i t s  u s e  w a s  e l i m i n a t e d  i n  t h e  U S A .  
T h a t  D D T  h a d  t h e  p o t e n t i a l  t o  b e  p r o f o u n d l y  d i s r u p t i v e  t o  t h e  n o r m a l  d e v e l o p m e n t  
o f  w i l d - l i f e  m i g h t  h a v e  b e e n  g u e s s e d  f r o m  i m p l i c a t i o n s  o f  w o r k  t h a t  h a d  b e e n  
c a r r i e d  o u t  s h o r t l y  a f t e r  i t s  i n t r o d u c t i o n  a s  a n  i n s e c t i c i d e .  I n  t h e  e a r l y  1 9 5 0 s  
B u r l i n g t o n  [ 3 ]  s h o w e d  t h a t  i t  c o u l d  h a v e  t h e  e f f e c t  o f  f e m i n i s i n g  c o c k e r e l s .  
H o w e v e r  t h i s  w a r n i n g ,  a p p a r e n t l y ,  w e n t  u n n o t i c e d .  
1 . 1 . 2 :  C o n v e n t i o n s  f o r  m o n i t o r i n g  t h e  e n v i r o n m e n t  [ 4 ]  
T h e s e  a n d  o t h e r  i n c i d e n t s  p r o m p t e d  g o v e r n m e n t s  a n d  p u b l i c  b o d i e s  t o  e s t a b l i s h  
e n v i r o n m e n t a l  m o n i t o r i n g  g r o u p s  t h a t  m i g h t  s t u d y  t h e  s t a t u s  o f  t h e  m a r i n e  
e n v i r o n m e n t  a n d  a t t e m p t  t o  d e t e c t  t r e n d s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o n t a m i n a n t s .  
T h e r e  a r e  a t  p r e s e n t  m a n y  s u c h  g r o u p s ;  t h e  f o l l o w i n g  a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  r e l e v a n t  
t o  t h e  I r i s h  s i t u a t i o n .  
T h e  S t o c k h o l m  c o n v e n t i o n  ( 2 0 0 1 )  
T h i s  i s  a  t r e a t y  t h a t  h a s  b e e n  s i g n e d  b y  1 5  1  c o u n t r i e s  i n c l u d i n g  I r e l a n d .  T h e  a i m  
i s  t o  p r o t e c t  h u m a n  h e a l t h  a n d  t h e  e n v i r o n m e n t  f r o m  p e r s i s t e n t  o r g a n i c  p o l l u t a n t s  
( P O P ) .  S i g n a t o r i e s  t o  t h i s  c o n v e n t i o n  u n d e r t a k e  t o  r e d u c e  o r  t o  e l i m i n a t e  t h e  
r e l e a s e  o f  s e l e c t e d  P O P S .  T h e  s p e c i e s  s e l e c t e d  a r e  t h e  t w e l v e  c h e m i c a l s  p r e v i o u s l y  
s e l e c t e d  b y  t h e  U n i t e d  N a t i o n s  E n v i r o n m e n t  P r o g r a m m e .  T h e y  a r e ,  a l d r i n ,  
c h l o r d a n e ,  D D T ,  d i e l d r i n ,  e n d r i n ,  h e p t a c h l o r ,  h e x a c h l o r o b e n z e n e ,  m i r e x ,  
p o l y c h l o r i n a t e d  b i p h e n y l s  ( P C B s ) ,  p o l y c h l o r i n a t e d  d i b e n z o d i o x i n s  ( P C D D s )  a n d  
t o x a p h e n e .  
C o n v e n t i o n  f o r  t h e  P r o t e c t i o n  o f  t h e  M a r i n e  E n v i r o n m e n t  o f  t h e  N o r t h  E a s t  
A t l a n t i c  ( O S P A R )  
T h i s  g r o u p  w a s  f o r m e d  i n  1 9 9 2  b y  t h e  m e r g e r  o f  t w o  p r e v i o u s  c o m m i s s i o n s ,  T h e  
O s l o  c o m m i s s i o n  a n d  t h e  P a r i s  C o m m i s s i o n .  I t s  o b j e c t i v e  i s  " t h e  c e s s a t i o n  o f  
d i s c h a r g e s ,  e m i s s i o n s  a n d  l o s s e s  o f  h a z a r d o u s  s u b s t a n c e s  b y  2 0 2 0  w i t h  t h e  a i m  o f  
a c h i e v i n g  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  m a r i n e  e n v i r o n m e n t  c l o s e  t o  b a c k g r o u n d  l e v e l s  f o r  
n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  s u b s t a n c e s  a n d  c l o s e  t o  z e r o  f o r  m a n - m a d e  s y n t h e t i c  
s u b s t a n c e s " .  T h e  l i s t  o f  p r i o r i t y  p o l l u t a n t s  s p e c i f i e d  b y  O S P A R  i s  l e n g t h y ,  
h o w e v e r ,  t h e y  c a n  b e  g r o u p e d  w i t h  s o m e  r e p r e s e n t a t i v e  s p e c i e s  f r o m  e a c h  g r o u p  
( c f .  T a b l e  1 . 1 )  
T h e  E u r o p e a n  C o m m i s s i o n  a n d  t h e  W a t e r  F r . a m e w o r k  D i r e c t i v e  ( W D ) :  
T h i s  d i r e c t i v e  w a s  p r o p o s e d  i n  1 9 9 7  a n d  a d o p t e d  b y  t h e  P a r l i a m e n t  a n d  C o u n c i l  
i n  2 0 0 0  ( 2 0 0 0 / 6 0 / E C ) .  I t  r e q u i r e s  a l l  m e m b e r  s t a t e s  t o  m o n i t o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  s e l e c t e d  p o l l u t a n t s  i n  g r o u n d w a t e r s  a n d  c o a s t a l  w a t e r s .  T h e  m e t h o d s  o f  
s a m p l i n g  a n d  o f  a n a l y s i s  a r e  s p e c i f i e d  s o  t h a t  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  d i f f e r e n t  
r e g i o n s  i s  p o s s i b l e .  
T h e  E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n  A g e n c y  ( E P A ,  I r e l a n d )  
T h e  E P A  w a s  e s t a b l i s h e d  i n  1 9 9 3  b y  t h e  E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n  A g e n c y  A c t  o f  
1 9 9 2 .  I t  h a s  a  w i d e  r a n g e  o f  s t a t u t o r y  d u t i e s  a n d  p o w e r s .  A m o n g s t  t h e s e  a r e  
r e s p o n s i b i l i t y  f o r  i m p l e m e n t i n g  t h e  m o n i t o r i n g  r e q u i r e m e n t s  o f  t r a n s i t i o n a l ,  
c o a s t a l  a n d  m a r i n e  w a t e r s  r e q u i r e d  b y  t h e  W F D  ( 2 0 0 0 1 6 0 E C )  a n d  O S P A R  
T a b l e  1 . 1 :  S o m e  p r i o r i t y  p o l l u t a n t s  s p e c i f i e d  b y  O S P A R .  
G r o u p  E x a m p l e  
" O l d "  O r g a n o c h l o r i n e s  H e x a c h l o r o c y c l o h e x a n e  I s o m e r s  
" N e w "  P e s t i c i d e s  
V o l a t i l e  O r g a n i c  c o m p o u n d s  
( V O C s )  
P o l y a r o m a t i c  H y d r o c a r b o n s  ( P A H s )  
" N e w "  O r g a n o h a l o g e n s  
E n d o c r i n e  D i s r u p t e r s  
O t h e r  O r g a n i c  C h e m i c a l s  
M e t a l s  
T o x a p h e n e  
E n d o s u l p h a n  
M e t h o x y c h l o r  
P e n t a c h l o r o p h e n o l  
1 , 2 , 3 - T r i c h l o r o b e n z e n e  
A n t h r a c e n e  
H e x a c h l o r o b u t a d i e n e  
T e t r a b r o m o b i s p h e n o l - A  ( T B B P - A )  
N o n y l p h e n o l  
D i e t h y l h e x y l p h t h a l a t e  ( D E H P )  
C l o t r i m a z o l e  
M u s k  X y l e n e  
M e r c u r y  a n d  O r g a n i c  m e r c u r y  
c o m p o u n d s  
O r g a n i c  T i n  c o m p o u n d s  
1 . 1 . 3 :  R e s e a r c h  i n t o  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  p a r t i c u l a r  O S P A R  p r i o r i t y  p o l l u t a n t s  
( O r g a n o c h l o r i n e s  a n d  p o l y a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s )  
T h e  u b i q u i t y  o f  o r g a n o c h l o r i n e  p e s t i c i d e s  i s  d e m o n s t r a t e d  b y  n u m e r o u s  r e p o r t s .  
T h e s e  i n c l u d e  t h e  f i n d i n g  o f  t o x a p h e n e  i n  t h e  t i s s u e  o f  N o r w e g i a n  w h a l e s  [ 5 ]  a n d  
o f  D D T  i n  t h a t  o f  t w o  s p e c i e s  o f  f i s h  s a m p l e d  i n  a  P o r t u g e s e  e s t u a r y  [ 6 ] .  S u c h  
c o m p o u n d s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  s e a w a t e r  s a m p l e s  t a k e n  a t  H o n g  
K o n g  [ 7 ] ,  S i n g a p o r e  [ 8 ,  9 1 ,  t h e  M e d i t e r a n e a n  [ l o ] ,  t h e  B a l t i c  S e a  [ l l ] ,  t h e  I r i s h  
S e a  [ 1 2 ]  a n d  i n  t h e  r i v e r  s y s t e m s  o f  H o l l a n d  [ 1 3 ] .  I n  t h i s  l a t t e r  r e p o r t  D D T  w a s  n o t  
d e t e c t e d  t h o u g h  s i m a z i n e  a n d  a t r a z i n e ,  w h i c h  a r e  o n  t h e  W F D  l i s t  o f  p e r s i s t e n t  
o r g a n i c  p o l l u t a n t s  ( P O P S ) ,  w e r e  d e t e c t e d .  T h e s e  c o m p o u n d s  a r e  n o t  o n  t h e  
O S P A R  l i s t .  
T h e  r e p o r t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o r g a n o c h l o r i n e s  i n  c o r r e s p o n d i n g  m a t r i c e s  f i o m  
d i f f e r e n t  r e g i o n s  v a r y  c o n s i d e r a b l y .  T a b l e  1 . 2  l i s t s  s o m e  r e p r e s e n t a t i v e  f i g u r e s .  
T a b l e  1 . 2 :  O r g a n o c h l o r i n e  p e s t i c i d e s  i n  d i f f e r e n t  m a t r i c e s  
O r g a n o c h l o r i n e  P e s t i c i d e  a n d  M a t r i x .  C o n c e n t r a t i o n  R e f e r e n c e  
-  
i  
-  
T o x a p h e n e  i n  N o r w e g i a n  W h a l e s .  1 1 , 4 4 7  n g g - '  1 . w .  5  
D D T  i n  S e a w a t e r  ( S i n g a p o r e )  
D D T  i n  S e a w a t e r  ( H o n g  K o n g )  
D D T  i n  f l o u n d e r  l i v e r  ( P o r t u g a l )  
D D T  i n  B a l t i c  S e a w a t e r  
S i m a z i n e  i n  D u t c h  r i v e r s .  
A t r a z i n e  i n  D u t c h  r i v e r s .  2 0 0  n g L - ' +  1 3  
*  S a m p l e s  t a k e n  l m  b e l o w  t h e  s u r f a c e .  
+  S e v e r a l  r i v e r s  w e r e  s a m p l e d ;  t h e s e  a r e  t h e  m a x i m u m  v a l u e s  m e a s u r e d .  
1 . 1 . 4 :  P h a r m a c e u t i c a l  r e s i d u e s  i n  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t  
A n  i m p r e s s i v e  f e a t u r e  o f  m o d e r n  m e d i c a l  a n d  o f  v e t e r i n a r y  s c i e n c e  i s  t h e  r a n g e  o f  
d r u g s  t h a t  i t  c a n  o f f e r  t o  p r a c t i t i o n e r s  w h o  a r e  c o n f r o n t e d  w i t h  t h e  i l l n e s s e s  a n d  t h e  
c o n d i t i o n s  t h a t  a f f l i c t  m a n k i n d  a n d  d o m e s t i c a t e d  a n i m a l s .  A p p r o x i m a t e l y  3 0 0 0  
p h a r m a c e u t i c a l s  a r e  r e g i s t e r e d  f o r  u s e  i n  t h e  U K  [ 1 4 ] .  S o m e  o f  t h e s e  h a v e  b e e n  
e x t r a c t e d  f r o m  n a t u r a l  s o u r c e s  b u t  m a n y  h a v e  b e e n  s y n t h e s i s e d  t o  a c h i e v e  a  
s p e c i f i c  b i o c h e m i c a l  e f f e c t .  T h e y  i n c l u d e  a n t i b i o t i c s ,  a n a l g e s i c s ,  a n t i p y r e t i c s ,  a n t i -  
d e p r e s s a n t s ,  a n t i h i s t a m i n e s ,  f o r m u l a t i o n s  t o  c o n t r o l  h y p e r t e n s i o n ,  n e u r a l g i a  a n d  
m a n y  o t h e r  m a t e r i a l s  d e s i g n e d  t o  a l l e v i a t e  s p e c i f i c  h e a l t h  p r o b l e m s .  
T h o u g h  i t  w a s  p r o b a b l y  n o t  f o r s e e n ,  i t  w a s  i n e v i t a b l e ,  t h a t  t h e  r e s i d u e s  o f  s u c h  
m a t e r i a l s  w o u l d ,  s o o n e r  o r  l a t e r ,  f i n d  t h e i r  w a y  i n t o  g r o u n d  a n d  s u r f a c e  w a t e r .  
I n  t h e  e a r l y  1 9 8 0 s  t h e  a t t e n t i o n  o f  r e s e a r c h  w o r k e r s  w a s  d r a w n  t o  t h e  f a t e  o f  t h e  
r e s i d u e s  o f  s u c h  p h a n n a c e u t i c a l  c o m p o u n d s .  S i n c e  t h a t  t i m e  t h i s  t o p i c  h a s  
b e c o m e  a n  a r e a  o f  i n t e n s e  r e s e a r c h  a c t i v i t y .  P h a r m a c e u t i c a l s  h a v e  b e e n  f o u n d  b o t h  
i n  t h e  e f f l u e n t  f r o m  S e w a g e  T r e a t m e n t  W o r k s  ( S T P )  [ 1 5 , 1 4 ]  a n d  i n  t h e  r e c e i v i n g  
w a t e r s  o f  t h a t  e f f l u e n t  b o t h  a b o v e  a n d  b e l o w  t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e  [ 1 6 , 1 7 ] ,  i n  
h a r b o u r s  [ 1 8 ]  a n d  i n  e s t u a r i e s  [ 1 9 , 2 0 ]  a n d  i n  t h e  o p e n  s e a  [ 2 1 , 1 9 ] .  R e s e a r c h  o f  t h i s  
n a t u r e  w a s  i n i t i a l l y  c a r r i e d  o u t  i n  E u r o p e  [ 2 2 ] ,  b u t  i t  h a s  b e e n  r e p e a t e d  i n  t h e  
U S A  [ 2 3 , 2 4 ] ,  i n  A u s t r a l i a  [ 1 5 ]  a n d  i n  t h e  M i d d l e  E a s t  [ 2 5 ] .  
T h e  v e r y  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  s u c h  c o m p o u n d s  t h a t  a r e  d i s t r i b u t e d  a n n u a l l y  
s u g g e s t s  t h a t  p h a r m a c e u t i c a l  r e s i d u e s  m i g h t  b e  p r e s e n t  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  i n  
d e t e c t a b l e  c o n c e n t r a t i o n s  ( c f .  T a b l e  1 . 3 ) .  T h e y  a r e  o f t e n  l i p o p h i l i c  a n d  p e r s i s t e n t ,  
t h e  v e r y  p r o p e r t i e s  t h a t  s h o u l d  a l l o w  t h e m  t o  b i o a c c u m u l a t e .  T h e y  h a v e  b e e n  
s y n t h e s i s e d  t o  a c h i e v e  a  s p e c i f i c  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t  s o  t h e y  a r e  h i g h l y  l i k e l y  t o  
p r o v o k e  b i o c h e m i c a l  e f f e c t s  i n  t h e  h a b i t a t s  t o  w h i c h  t h e y  a r e  j e t t i s o n e d .  
T a b l e  1 . 3 :  A n n u a l  c o n s u m p t i o n  o f  c e r t a i n  p r e s c r i b e d  d r u g s  ( t l y e a r )  [ 2 6 ]  
G e r m a n y  A u s t r i a  E n g l a n d  S w i t z e r l a n d  
( 2 0 0 1 )  ( 1  9 9 7 )  ( 2 0 0 0 )  ( 2 0 0 4 )  
P a r a c e t a m o l  6 2  1 . 6 5  3 5 . 0 8  
3 9 0 . 9  9 5 . 2  
I b u p r o f e n  
D i c l o f e n a c  
C a r b a m a z e p i n e  
T h o u g h  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  " o l d "  o r g a n o c h l o r i n e s  ( e . g .  D D T )  a n d  o f  e n d o c r i n e  
d i s r u p t i n g  c h e m i c a l s  ( E D C )  ( s e e  b e l o w )  h a v e  b e e n  w e l l  e s t a b l i s h e d ,  r e v i e w e r s  
f r e q u e n t l y  r e f e r  t o  t h e  l a c k  o f  k n o w l e d g e  t h a t  e x i s t s  a b o u t  t h e  e f f e c t  t h a t  
p h a r m a c e u t i c a l  r e s i d u e s  m a y  h a v e  o n  t h e  e n v i r o n m e n t .  B y  t h e i r  n a t u r e  s u c h  
e f f e c t s  a r e  l i k e l y  t o  b e  u n f o r e s e e n ,  e . g .  t h e  r e c e n t l y  o b s e r v e d  h i g h  d e a t h  r a t e  
a m o n g s t  t h r e e  s p e c i e s  o f  r a p t o r  i n  I n d i a  a n d  P a k i s t a n  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  
d i c l o f e n a c .  T h i s  d r u g  i s  u s e d  e x t e n s i v e l y  o n  d o m e s t i c  c a t t l e  i n  t h e s e  c o u n t r i e s .  T h e  
b i r d s  i n  q u e s t i o n  p r e y  o n  a n y  d e a d  c a r c a s e  a n d  t h e  d r u g  a c c u m u l a t e s  w i t h i n  t h e i r  
b o d i e s  p r o v o k i n g  r e n a l  f a i l u r e  a n d  e v e n t u a l  d e a t h  [ 2 6 ] .  
I n c l u d e d  i n  t h i s  c a t e g o r y  o f  p o l l u t a n t s  a r e  a l l  d r u g s  a n d  m e d i c a t i o n s  t h a t  a r e  u s e d  
t o  a m e l i o r a t e  t h e  a i l m e n t s  o f  m a n  o r  o f  a n i m a l s .  W h e n  u s e d  f o r  t h e  f o r m e r  p u r p o s e  
t h e y  w i l l  b e  e x c r e t e d  u n c h a n g e d  o r  i n  a  m e t a b o l i s e d  o r  c o n j u g a t e d  f o r m  a n d  f i n d  
t h e i r  w a y  t o  a  S e w a g e  T r e a t m e n t  P l a n t  ( S T P ) .  H a l l i n g - S o r e n s e n  e t  a l .  h a v e  d r a w n  
a t t e n t i o n  t o  t h e  f a c t  t h a t  " a n  u n k n o w n  p o r t i o n  o f  m a r k e t e d  h u m a n  m e d i c i n a l  
s u b s t a n c e s  e n d s  i n  t h e  s e w e r  s y s t e m  a s  s u r p l u s  m e d i c a l  s u b s t a n c e s  c o n s i d e r e d  a s  
w a s t e "  [ 2 7 ] .  
P r i o r  t o  l e a v i n g  t h e  b o d y  p h a r m a c e u t i c a l s  m a y  u n d e r g o  w h a t  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  
a s  P h a s e  1  a n d l o r  P h a s e  2  r e a c t i o n s .  
P h a s e  1 -  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  u n d e r g o e s  o x i d a t i o n ,  r e d u c t i o n  o r  h y d r o l y s i s .  T h e  
p r o d u c t s  o f  t h i s  r e a c t i o n  a r e  o f t e n  m o r e  r e a c t i v e  a n d  s o m e t i m e s  m o r e  t o x i c  t h a n  
t h e  p a r e n t  c o m p o u n d .  
P h a s e  2 -  t h i s  i n v o l v e s  c o n j u g a t i o n  w i t h  a n o t h e r  m o l e c u l e  r e s u l t i n g  i n  a  c o m p l e x  
t h a t  i s  u s u a l l y  p h y s i o l o g i c a l l y  i n a c t i v e .  
1 . 1 . 5 :  F a t e  o f  a  p h a r m a c e u t i c a l  w i t h i n  a  s e w a g e  t r e a t m e n t  p l a n t  ( S T P )  
I n  a  n e u t r a l ,  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t  ( p H  7 ) ,  a c i d i c  p h a r m a c e u t i c a l s  i . e .  t h o s e  w i t h  a  
l o w  p K ,  ( e . g .  I b u p r o f e n ) ,  w i l l  b e  a l m o s t  t o t a l l y  d e p r o t o n a t e d .  A s  c h a r g e d  s p e c i e s  
t h e y  w i l l  t e n d  t o  b e  d i s s o l v e d  r a t h e r  t h a n  a d s o r b e d  t o  a n y  h y d r o p h o b i c  p a r t i c u l a t e  
m a t e r i a l ,  i . e .  s l u d g e .  A t  a  v e r y  l o w  p H  t h e  o p p o s i t e  w i l l  b e  t h e  c a s e .  
T h e  p r o d u c t s  o f  P h a s e  1  a n d  P h a s e  2  r e a c t i o n s  a r e  i n v a r i a b l y  m o r e  w a t e r  s o l u b l e  
t h a n  t h e  p a r e n t  c o m p o u n d ,  a  t r a n s f o r m a t i o n  t h a t  h e l p s  e n s u r e  t h e i r  e x c r e t i o n  f r o m  
t h e  b o d y  i n  t h e  u r i n e .  F r e q u e n t l y  m i c r o b i a l  a c t i o n  r e l e a s e s  t h e  f r e e  d r u g  f r o m  i t s  
c o n j u g a t e d  f o r m  w h e n  t h e  m e t a b o l i t e  r e a c h e s  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t  [ 2 7 ] .  
T h e  p r o d u c t s  o f  a  S T P  a r e  s l u d g e  a n d  t r e a t e d  s e w a g e  w a t e r ,  b o t h  o f  w h i c h  m a y  
c o n t a i n  p h a r m a c e u t i c a l  r e s i d u e s .  T h e  s l u d g e  m a y  b e  d u m p e d  a t  s e a  o r ,  a f t e r  
a p p r o p r i a t e  s t e r i l i z a t i o n ,  b e  s p r e a d  o n  l a n d .  I n  t h e  l a t t e r  c a s e  a n y  c o n t a i n e d  
p h a r m a c e u t i c a l  r e s i d u e s  a r e  l i a b l e  t o  b e  l e a c h e d  i n t o  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t .  T h e  
t r e a t e d  s e w a g e  w a t e r  i s  r e t u r n e d  t o  r i v e r s  o r  t o  t h e  s e a .  
V e t e r i n a r y  m e d i c a l  c o m p o u n d s  a r e  u s e d  n o t  o n l y  f o r  t h e r a p e u t i c  p u r p o s e s  b u t  a l s o  
a s  g r o w t h  p r o m o t e r s .  I n  e i t h e r  c a s e  t h e y  o r  t h e i r  m e t a b o l i t e s  o r  c o n j u g a t e d  f o r m s  
a r e  e x c r e t e d .  T h e  e x c r e m e n t  i n  w h i c h  s u c h  s p e c i e s  a r e  i n c o r p o r a t e d  i s  i n v a r i a b l y  
s p r e a d ,  e i t h e r  i m m e d i a t e l y  o r  a f t e r  s t o r a g e ,  o n  f i e l d s .  H e n c e  a n y  c o n t a i n e d  
p h a r m a c e u t i c a l  r e s i d u e s  a r e  l i a b l e  t o  b e  l e a c h e d  i n t o  t h e  s u r r o u n d i n g  w a t e r w a y s .  
1 . 1 . 6 :  C o n c e n t r a t i o n s  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  i n  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t  
T h o u g h  t h e r e  a r e  a p p r o x i m a t e l y  3 0 0 0  h u m a n  p h a r m a c e u t i c a l  s u b s t a n c e s  
r e g i s t e r e d  f o r  u s e  i n  t h e  U K ,  r e s e a r c h  i n t o  p h a r m a c e u t i c a l  r e s i d u e s  i n  t h e  
e n v i r o n m e n t  h a s  t e n d e d  t o  f o c u s  o n  a  s m a l l  n u m b e r  o f  s u c h  s u b s t a n c e s .  T h e  U K  
E n v i r o n m e n t a l  A g e n c y  h a s  i d e n t i f i e d  1 3  s u c h  c o m p o u n d s  f o r  p r i o r i t y  
i n v e s t i g a t i o n :  t h e s e  a r e ,  a c e t y l s u l f a m e t h o x a z o l e ,  c l o f i b r i c  a c i d ,  
d e x t r o p r o p o x y p h e n e ,  d i c l o f e n a c ,  e r y t h r o m y c i n ,  i b u p r o f e n ,  l o f e p r a m i n e ,  
m e f e n a m i c  a c i d ,  p a r a c e t a m o l ,  p r o p r a n o l o l ,  s u l f a m e t h o x a z o l e ,  t a m o x i f e n ,  
t r i m e t h o p r i m .  
A p a r t  f r o m  t h e a e  t h e m  a ~  p e p o r b  o n  t h e  ~ b u t i u n  o f a e e i n e ,  c a r b a n m e p i n e  
md ~ #  6ShOgm e e h ~ ~ I d d 0 L  R q o f d S  O n  4 2 0 1 ~ 9 ~ ~ ~ 0 ~  o f  
& m a c & i c a I s  i n  tb ~ W U B  e n v i r o n m e n t  v a r y  . c o n & h a b l y .  T a b l a  1 . 4 ,  1 . 5  
a n d  1 . 6  s h o w  m p m e n t a t i v e  v 4 w I  
T a b l e l . 4 :  C o n c e n t r a t i o n s  o f  p h a r m n c e u t i c a l s  i n  s e w a g e  e f f l u e n t  ( n g ~ l )  
P h a r m a c e u t i c a l  
M e f e n a m i c  A c i d  1 1 0 0  [ I 4 1  2 7 3  ( 1 6 1  
D i c l o f e n a c  4 6 0  [ 1 4 ]  9 9 0  [ 1 7 ]  5 9 9  [ 1 6 ]  
P I - o p r a n o l o l  1 8 0  [ I 4 1  9 3  [ 1 6 ]  
C l o f i b r i c  A c i d  <  5 0  [ 1 4 ]  
I b u p r o f e n  1 8 0 0  1141 
C a r b a r n a z e p i n e  
N a p r o x e n  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
C a f f e i n e  
T a b l e  1 . 5 :  C o n c e n t r a t i o n  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  i n  r i v e r s  a n d  s t r e a m s  ( n g ~ - ' )  
P h a r m a c e u t i c a l  
M e f e n a m i c  A c i d  -  -  
D i c l o f e n a c  
P r o p r a n o l o l  
C l o f i b r i c  A c i d  
I b u p r o f e n  
C a r b a m a z e p i n e  
N a p r o x e n  
E t h y n y l e s t r a d i o l  0 . 8 3 1  [ 2 3 ]  2 . 5  [ 2 5 ]  ( 1 . 8  - 2 . 5 )  [ 2 5 ]  
C a f f e i n e  6 0 0 0  [ 2 3 ]  1 0 4  [ 3 0 ]  ( 9 8  -  1 7 6 )  1 3 0 1  
*  T h i s  r e s e a r c h  i n c l u d e s  d a t a  f o r  s e w a g e  e f f l u e n t  a n d  f o r  t h e  r i v e r  w a t e r  
a b o v e  a n d  b e l o w  t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  t h e  e f f l u e n t .  T h e s e  f i g u r e s  r e f e r  t o  
t h e  m a x i m u m  v a l u e s  f o u n d  i n  t h e  s t r e a m s  a b o v e  t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e .  
T a b l e l . 6 :  C o n c e n t r a t i o n  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  i n  t h e  o p e n  s e a  a n d  i n  e s t u a r i e s ,  
( n g ~ - l )  
I  
P h a r m a c e u t i c a l  O p e n  s e a  L  - - - % s t  t o u g h  
M e f e n a m i c  A c i d  1 9 6  [ 2 0 ]  
D i c l o f e n a c  
P r o p r a n o l o l  
C l o f i b r i c  A c i d  
I b u p r o f e n  
C a r b a m a z e p i n e  
N , N - d i e t h y l - 3 -  
C a f f e i n e  
1 6 . 1  [ 1 9 ] +  8 7  [ 1 8 ]  
-  -  
+  
T h i s  r e s e a r c h  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  d i f f e r e n t  l o c a t i o n s  i n  t h e  N o r t h  S e a .  T h e s e  
f i g u r e s  a r e  t h e  m a x i m u m  v a l u e s  o b t a i n e d .  
+ +  
T h i s  i s  a  c o m m o n l y  u s e d  i n s e c t  r e p e l l e n t .  
1 . 1 . 7 :  T h e  p h e n o m e n o n  o f  e n d o c r i n e  d i s r u p t i o n  
T h e  t e r m  e n d o c r i n e  d i s r u p t i n g  c h e m i c a l  ( E D C )  w a s  p o p u l a r i s e d ,  i f  n o t  c o i n e d ,  b y  
t h e  a u t h o r s  o f  " O u r  S t o l e n  F u t u r e "  [ 3 1 ]  f i r s t  p u b l i s h e d  i n  1 9 9 6 .  T h i s  i s  a  p o p u l a r  
a n d  s o m e w h a t  z e a l o u s  a c c o u n t  o f  t h e  d e t r i m e n t a l  e f f e c t s  w h i c h  s e v e r a l  s y n t h e t i c  
c h e m i c a l s  h a d  h a d  o n  t h e  h e a l t h  a n d  t h e  w e l l - b e i n g  o f  m a n  a n d  o f  a n i m a l s  s i n c e  
t h e y  w e r e  f i r s t  u s e d  e x t e n s i v e l y  a b o u t  f o r t y  y e a r s  p r e v i o u s l y .  
W h e n  t h e y  w e r e  f i r s t  i n t r o d u c e d  t h e s e  c h e m i c a l s  h a d  b e e n  p e r c e i v e d  t o  h a v e  m a j o r  
e c o n o m i c  o r  t h e r a p e u t i c  a d v a n t a g e s .  S u b s e q u e n t l y  i t  w a s  d i s c o v e r e d  t h a t  t h e y  
c o u l d  h a v e  i n s i d i o u s  a n d  p r o f o u n d l y  d e l e t e r i o u s  e f f e c t s  o n  w i l d - l i f e  a n d  o n  h u m a n  
h e a l t h  a n d  w e l l - b e i n g .  T h e  u n f o r t u n a t e  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  w e r e  a c h i e v e d  b y  a n  
i n t e r r u p t i o n  o f  t h e  n o r m a l  p r e - n a t a l  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  o r g a n i s m ,  a  p r o c e s s  t h a t  i s  
u n d e r  b o t h  g e n e t i c  a n d  h o r m o n a l  c o n t r o l .  T h e  m a l i g n  i n t e r r u p t i v e  e f f e c t  i s  
a c h i e v e d  w h e n  a n  e x o g e n o u s  c h e m i c a l  r a t h e r  t h a n  t h e  a p p r o p r i a t e  h o r m o n e  f o r m s  
a  b o n d  w i t h  t h e  h o r m o n e  r e c e p t o r .  
P e r h a p s  t h e  c l a s s i c  c a s e  o f  a n  E D C  i s  t h a t  o f  t h e  c o m p o u n d  d i e t h y l s t i l b e s t r o l  
( D E S ) .  T h i s  c o m p o u n d  w a s  f i r s t  s y n t h e s i s e d  i n  1 9 3 8  b y  E d w a r d  C h a r l e s  D o d d .  I t  
w a s  f o u n d  t o  h a v e  p h y s i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  c o m p a r a b l e  t o  n a t u r a l  e s t r o g e n s  a n d  
f o r  a  p e r i o d  o f  a l m o s t  3 0  y e a r s  m e m b e r s  o f  t h e  m e d i c a l  p r o f e s s i o n  p r o m o t e d  i t s  
u s e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  p r o b l e m a t i c  p r e g n a n c i e s ,  b e l i e v i n g  t h a t  t h e  d i f f i c u l t i e s  w e r e  
c a u s e d  b y  e s t r o g e n  d e f i c i e n c y .  I t  w a s  a l s o  u s e d  t o  t r e a t  o t h e r  c o n d i t i o n s  p e r c e i v e d  
t o  t o  b e  c a u s e d  b y  h o r m o n a l  i m b a l a n c e ,  e . g .  a m e n o r r h o e a  a n d  f o r  t h e  s u p p r e s s i o n  
o f  l a c t a t i o n  [ 3 2 ] .  P r i o r  t o  1 9 7 6  D E S  w a s  a d d e d  t o  t h e  f e e d  o f  c h i c k e n s  a n d  o f  
c a t t l e  s i n c e  i t  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e s  t h e  e f f i c i e n c y  w i t h  w h i c h  f e e d  i s  c o n v e r t e d  t o  
m e a t .  T h i s  p r a c t i c e  i s  n o  l o n g e r  l e g a l .  
T h e  d e l e t e r i o u s  e f f e c t s  o f  D E S  b e c a m e  e v i d e n t  w h e n  d a u g h t e r s  o f  w o m e n  w h o  
h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h  t h e  d r u g  r e a c h e d  t h e i r  t e e n s  a n d  e a r l y  t w e n t i e s .  A  s i g n i f i c a n t  
i n c i d e n c e  o f  m a l f o r m e d  r e p r o d u c t i v e  t r a c t s  a n d  r e p r o d u c t i v e  t r a c t  c a n c e r s  w e r e  
o b s e r v e d  i n  t h e s e  y o u n g  w o m e n ,  e v e n  t h o u g h  t h e i r  m o t h e r s  h a d  s h o w n  n o  a d v e r s e  
r e a c t i o n s  t o  t h e  d r u g .  
W h e n  t h e s e  d i s o r d e r s  w e r e  f i r s t  o b s e r v e d  t h e r e  w a s  a  r e l u c t a n c e  a m o n g s t  t h e  
m e d i c a l  p r o f e s s i o n  t o  a c c e p t  t h a t  a  d r u g  a d m i n i s t e r e d  t o  a  p r e g n a n t  w o m a n  c o u l d  
c a u s e  a  d i s o r d e r  o r  e v e n  a  c a n c e r  i n  t h e  c h i l d  f i f t e e n  o r  t w e n t y  y e a r s  l a t e r .  T h i s  
r e l u c t a n c e  w a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  b e l i e f  t h a t  t h e  p l a c e n t a  a c t e d  a s  a  b a r r i e r ,  
p r o t e c t i n g  t h e  u n b o r n  c h i l d  f r o m  a n y  h a r m f u l  s u b s t a n c e  t h a t  m i g h t  b e  p r e s e n t  i n  
t h e  m o t h e r ' s  
b l o o d s t r e a m .  T h i s  b e l i e f ,  f i r m l y  h e l d  f o r  m a n y  y e a r s ,  w a s  t o  b e  
u n d e r m i n e d  b y  t h e  c o n s e q u e n c e s  o f  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h a l i d o m i d e  i n  t h e  e a r l y  
1 9 6 0 s  a n d  o f  D E S  a  d e c a d e  l a t e r .  
T h o u g h  t h e  d e t r i m e n t a l  c o n s e q u e n c e s  o f  u s i n g  D E S  a s  a  p r e s c r i p t i o n  d r u g  w e r e  
i n c o n t r o v e r t i b l e ,  t h e  h u m a n  h e a l t h  i m p l i c a t i o n s  o f  m i n u t e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
e s t r o g e n i c  c o m p o u n d s  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  i s  l e s s  c l e a r  c u t .  N e v e r t h e l e s s  t h e r e  a r e  a  
v a r i e t y  o f  h u m a n  h e a l t h  i s s u e s  f o r  w h i c h  s u c h  E D C s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  a s ,  a t  
l e a s t ,  a  p r o b a b l e  c a u s e .  T h e s e  i n c l u d e  r e d u c t i o n  i n  s p e r m  c o u n t ,  i n c r e a s e d  
i n c i d e n c e  o f  t e s t i c u l a r  a n d  p r o s t a t e  c a n c e r ,  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  c r y p t o r c h i d i s m *  
[ 3 3 ]  a n d  h y p o s p a d i a s + ,  a l t e r e d  s e x  r a t i o ,  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  f e m a l e  b r e a s t  
c a n c e r  a n d  v a r i o u s  n e u r o l o g i c a l  e f f e c t s  [ 3 4 ] .  
1 . 1 . 8 :  T h e  e f f e c t s  o f  E D C s  o n  l o w e r  m a m m a l s ,  o n  f i s h ,  r e p t i l e s  a n d  
i n v e r t e b r a t e s  
F o l l o w i n g  a n  a c c i d e n t a l  d i s c h a r g e  o f  t h e  c h e m i c a l  d i f o c o l  i n t o  L a k e  A p o k p o ,  
F l o r i d a ,  i n  t h e  e a r l y  1 9 8 0 s  a l l i g a t o r s  f a i l e d  t o  b r e e d  s u c c e s s f u l l y  i n  t h e  l a k e  e v e n  
t h o u g h  a l l  a p p a r e n t  e v i d e n c e  o f  t h e  s p i l l  h a d  b e e n  r e m o v e d .  T h i s  f a i l u r e  w a s  f o u n d  
t o  b e  d u e  t o  m a l f o r m e d  r e p r o d u c t i v e  o r g a n s ,  a  m o r p h o l o g i c a l  r e s p o n s e  p r e s u m e d  
t o  h a v e  b e e n  p r o v o k e d  b y  t r a c e  l e v e l s  o f  t h e  p o l l u t a n t  r e m a i n i n g  i n  t h e  w a t e r  [ 3 5 ] .  
I n  t h e  1 9 9 0 s  a b n o r m a l  s e x u a l  d e v e l o p m e n t  o f  f i s h  f r o m  U . K .  r i v e r s  w a s  s h o w n  t o  
b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  s e w a g e  e f f l u e n t  i n  t h o s e  r i v e r s  [ 3 6 ] .  T h e r e  a r e  
*  C r y p t o r c h i d i s m :  a  c o n d i t i o n  i n  w h i c h  o n e  o r  b o t h  o f  t h e  t e s t e s  f a i l  t o  d e s c e n d  f r o m  t h e  
a b d o m e n  i n t o  t h e  s c r o t u m .  
+  H y p o s p a d i a s :  c o n d i t i o n  i n  m a l e s  i n  w h i c h  t h e  o p e n i n g  o f  t h e  u r e t h r a  i s  o n  t h e  u n d e r s i d e  
o f  t h e  p e n i s .  
f r e q u e n t  r e p o r t s  t h a t  e x p o s u r e  t o  E D C s  p r o v o k e s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  f e m a l e  
s p e c i f i c  p r o t e i n  v i t e l l o g e n i n ,  i n  m a l e  f i s h  [ 3 7 ,  3 8 1 ,  i n  f a c t  t h i s  e s t a b l i s h e d  r e s p o n s e  
i s  u s e d  a s  a  t e s t  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  s u c h  s p e c i e s  i n  w a t e r w a y s .  
T h e  e s t r o g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  4 - n o n y l p h e n o l  w e r e  d i s c o v e r e d  s e r e n d i p i t o u s l y  b y  
S o t o  a n d  S o n n e n s c h e i n  i n  1 9 8 7  a t  t h e  T u f t s  M e d i c a l  S c h o o l  i n  B o s t o n .  T h e i r  
e x p e r i m e n t s  i n v o l v e d  b r e a s t  c a n c e r  c e l l s .  T h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  i s  
n o r m a l l y  k e p t  u n d e r  c o n t r o l  b y  a n  i n h i b i t i n g  s u b s t a n c e  i n  t h e  b l o o d .  A n  e f f e c t  o f  
e s t r a d i o l  i s  t o  o v e r - r i d e  t h i s  i n h i b i t o r  a n d  t o  p e r m i t  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s .  
I n  t h e  a b s e n c e  o f  e s t r a d i o l  t h e y  n o t i c e d  t h a t  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  w a s  
p r o m o t e d  b y  a  s u b s t a n c e  t h a t  l e a c h e d  f r o m  t h e  p o l y s t y r e n e  v e s s e l s  t h a t  c o n t a i n e d  
t h e  c e l l  c u l t u r e s .  T h e  l e a c h a t e  w a s  i d e n t i f i e d  a s  4 - n o n y l p h e n o l .  S u b s e q u e n t l y  t h e y  
s h o w e d  t h a t  t h i s  c o m p o u n d  w o u l d  c a u s e  e n d o m e t r i o s i s  i n  r a t s ,  a  c o n d i t i o n  t h a t  c a n  
a l s o  b e  p r o v o k e d  b y  e s t r a d i o l .  
S o m e  y e a r s  l a t e r  i n  a  d i f f e r e n t  l a b o r a t o r y  a  c h a n c e  d i s c o v e r y  s o m e w h a t  s i m i l a r  t o  
t h a t  o f  S o t o  a n d  S o n n e n c h e i n  s h o w e d  t h a t  b i s p h e n o l - A  ( B P A )  h a s  e s t r o g e n i c  
p r o p e r t i e s  [ 3 5 ] .  I n  t h i s  c a s e  t h e  c o n t a m i n a t i n g  B P A  w a s  p o l y c a r b o n a t e  l a b o r a t o r y  
v e s s e l s .  T h e  u b i q u i t o u s  n a t u r e  o f  B P A  c a n  b e  j u d g e d  f r o m  t h e  f o l l o w i n g ,  " U s e d  i n  
t h e  m a n u f a c t u r e  o f  p o l y c a r b o n a t e  p l a s t i c s  a n d  e p o x y  r e s i n s ,  B P A  i s  p r e s e n t  i n  a  
m u l t i t u d e  o f  p r o d u c t s  i n c l u d i n g  t h e  i n t e r i o r  c o a t i n g  o f  f o o d  c a n s ,  w i n e  s t o r a g e  v a t s ,  
w a t e r  c a r b o y s ,  m i l k  c o n t a i n e r s ,  f o o d  s t o r a g e  v e s s e l s ,  b a b y  f o r m u l a  b o t t l e s ,  w a t e r  
p i p e s ,  d e n t a l  m a t e r i a l s ,  a u t o m o t i v e  l e n s e s ,  o p t i c a l  l e n s e s ,  p r o t e c t i v e  c o a t i n g s ,  
a d h e s i v e s ,  p r o t e c t i v e  w i n d o w  g l a z i n g ,  c o m p a c t  d i s c s ,  t h e r m a l  p a p e r ,  p a p e r  
c o a t i n g s ,  a n d  a s  a  d e v e l o p e r  i n  d y e s "  [ 3 5 ] .  
M a r k e y  e t  a l .  [ 3 5 ]  h a v e  s u m r n a r i s e d  t h e  e f f e c t s  t h a t  B P A  c a n  p r o v o k e  i n  m i c e .  
T h e s e  i n c l u d e  m a l f o r m e d  r e p r o d u c t i v e  t r a c t s  i n  m a l e s  a n d  i n  f e m a l e s ,  m a l f o r m e d  
m a m m a r y  g l a n d s  i n  f e m a l e s  a n d  a l t e r e d  s o c i o s e x u a l  b e h a v i o u r  i n  b o t h  m a l e s  a n d  
f e m a l e s .  
I t  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  l o w  l e v e l  e x p o s u r e  t o  e s t r o g e n i c  
s u b s t a n c e s  d u r i n g  t h e  s m o l t *  r u n s  t o  s e a  m a y  b e  o n e  o f  a  n u m b e r  o f  f a c t o r s  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  d e c l i n e  i n  c a t c h e s  o f  A t l a n t i c  s a l m o n  [ 3 9  1 .  
1 . 1 . 9 :  T h e  p r e v a l e n c e  o f  e n d o c r i n e  d i s r u p t i n g  c h e m i c a l s  ( E D C s )  
T h r o u @ o u t  t h e  l a s t  t w o  d e c a d e s  t h e r e  h a v e  b e e n  f r e q u e n t  r e p o r t s  f r o m  m a n y  
d i f f e r e n t  c o u n t r i e s  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  E D C s  i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  e n v i r o n m e n t a l  
w a t e r s .  T h e  c h e m i c a l s  i n  q u e s t i o n  1 1 a v e  i n c l u d e d  a l k y l p h e n o l s ,  a l k y l p h e n a l  
e t h o x y l a t e s ,  n a t u r a l  a n d  s y n t l ~ e t i c  e s t r o g e n s ,  b i s p h e n o l - A  ( B P A ) ,  a n d  p l ~ t h a l a t e s .  
T h e  f o l l o w i n g  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  u b i q u i t y  o f  s u c h  s p e c i e s  
( T a b l e  1 . 7 ) .  
*  S m o l t  -  A  y o u n g  s a l m o n  a f t e r  t h e  p a r r  s t a g e ,  w h e n  i t  b e c o m e s  s i l v e r y  a n d  m i g r a z e s  t o  
t h e  s e a  f o r  t h e  f i r s t  t i m e .  
T a b l e  1 . 7 :  E x a m p l e s  o f  E D C s  i n  e n v i r o n m e n t a l  w a t e r s  
M a t r i d c o u n t r y  S p e c i e s  C o n c e n t r a t i o n  R e f e r e n c e  
R i v e r  W a t e r  
d o w n s t r e a m  o f  
W W T P * / S ~ ~ ~ ~  
S e a w a t e r I B a l t i c  S e a  4 - N o n y l p h e n o l  ( 2 . 5  -  1 3 . 8 )  n g l ; - '  
B P A  ( 0 . 2 2  - 5 . 4 )  n g L -  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
( <  0 . 4 5  -  1 7 . 2  ) n g ~ - '  
E s t r o n e  ( 0 . 1 0  - 0 . 5 3 )  n g L - '  
S T P  e f f l u e n t  
( T h e  N e t h e r l a n d s )  
R i v e r  
S e d i m e n t / S p a i n  
S l u d g e  f r o m  
i n d u s t r i a l  W W T P  
4 - N o n y l p h e n o l  ( 5 5 0  -  1 5 0 0 )  n g L - '  
B P A  ( 4 3  -  4 0 9 0 )  n g L "  
E t h y n y l e s t r a d i o l  ( <  0 . 3  - 2 , 6 )  n g L - '  
E s t r o n e  
(  <  0 . 3  -  1 1 )  n g L - '  
D i e t h y l s t i l b e s t r o l  ( n . d .  - 2 . 0 1 )  n g g - '  
E t h y n y l e s t r a d i o l  ( n . d .  -  2 2 . 8 )  n g g m '  
E s t r o n e  ( n . d .  - 1  1 . 9 )  n g g - '  
C l a r i f i e d  w a t e r  f r o m  4 - N o n y l p h e n o l  2 . 9 0 0 ~ ~ ~ - '  
S T P  ( C a n a d a )  
S u s p e n d e d  s o l i d s  4 - N o n y l p h e n o l  7 3  p g g - '  
f r o m  S T P  ( C a n a d a )  
R a i n w a t e r  
( N e t h e r l a n d s )  
D i e t h y l p h t h a l a t e  ( 2 4 0  -  3 4 0 )  n g L - '  
B P A  
( <  1 5  -  5 7 )  n g L - '  
D i ( 2 -  e t h y l h e x y l  ( 6 9 0  -  1 7 0 0 )  n g L - '  
p h t h a l a t e )  
*  W W T P  W a s t e  w a t e r  t r e a t m e n t  p l a n t .  
1 . 1 . 1 0 :  A n t h r o p o g e n i c  m o l e c u l a r  m a r k e r s  a n d  t h e  c o n c e p t  o f  b i o m a r k e r s  
A n t h r o p o g e n i c  m o l e c u l a r  m a r k e r s  a r e  s u b s t a n c e s  t h a t  a r e  i n d i c a t i v e  o f  h u m a n  
p r e s e n c e  a n d l o r  h u m a n  a c t i v i t y .  T h r e e  c a t e g o r i e s  o f  s u c h  m a t e r i a l s  c a n  b e  
d i s t i n g u i s h e d :  
1 .  U n i q u e l y  h u m a n  m e t a b o l i c  p r o d u c t s ,  e . g .  5  P - c o p r o s t a n o l .  
2 .  S y n t h e t i c  c o m p o u n d s  t h a t  a r e  n o t  e n c o u n t e r e d  i n  n a t u r e ,  
e . g .  4 - n o n y l p h e n o l .  
3 .  N a t u r a l  o c c u r r i n g  m a t e r i a l s  t h a t  a r e  n o t  e n c o u n t e r e d  i n  t h e  r e g i o n s  i n  
w h c h  t h e y  a r e  t o  b e  u s e d  a s  m a r k e r s  o t h e r  t h a n  b y  a n t h r o p o g e n i c  
t r a n s p o r t ,  e . g .  c a f f e i n e .  
T o  b e  u s e f k l  a s  a  m o l e c u l a r  m a r k e r  a  c o m p o u n d  m u s t  b e  p e r s i s t e n t  i n  t h e  
e n v i r o n m e n t  o r  i t  m u s t ,  a t  l e a s t  m a i n t a i n  s u f f i c i e n t  s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y  f o r  i t s  
s o u r c e  t o  b e  r e c o g n i s e d  [ 4 5 ] .  
M a t e r i a l s  t h a t  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e  i n c l u d e  5 P - c o p r o s t a n o l ,  o r  a  
c o m b i n a t i o n  o f  t h i s  c o m p o u n d  a n d  t r i a l k y l a m i n e s ,  b o t h  o f  w h i c h  o c c u r  i n  s e w a g e  
[ 4 6 ] .  T h o u g h  c o p r o s t a n o l  o c c u r s  i n  t h e  e x c r e t a  o f  a l l  v e r t e b r a t e s ,  t h e  s t e r o l s  i n  
h u m a n  f a e c e s  s h o w  d i s t r i b u t i o n  p r o f i l e s  c o n s i d e r a b l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  i n  o t h e r  
a n i m a l  e x c r e t a  [ 4 5 , 4 7 , 4 8 ] .  
L i n e a r  a l k y l  b e n z e n e s ,  t h e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  o f  d o m e s t i c  d e t e r g e n t s ,  a n d  
t r i a l k y l a m i n e s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  t o  t r a c e  s e w a g e  e f f l u e n t  [ 4 9 ] .  L i g n i n ,  a  
p h e n o l i c  p o l y m e r  t h a t  c o n s t i t u t e s  t h e  s t r u c t u r a l  m a t e r i a l  o f  p l a n t s ,  h a s  b e e n  u s e d  t o  
f o l l o w  t h e  t e r r e s t r i a l  i n p u t  t o  m a r i n e  w a t e r w a y s  [ 5 0 ] .  C a r b a m a z e p i n e ,  a n  a n t i -  
e p i l e p t i c  d r u g ,  s e e m s  t o  b e  v e r y  p e r s i s t e n t  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  a n d  t h e r e f o r e  
q u a l i f i e s ,  i n  t h i s  r e s p e c t ,  a s  a  p o s s i b l e  m a r k e r  [ 5 1 ] .  P r i s t a n e  ( 2 , 6 , 1 0 , 1 4 -  
t e t r a m e t h y l p e n t a d e c a n e )  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  m a r i n e  s e d i m e n t  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  
f i s h  f a r m s  a n d  c a n  b e  u s e d  t o  f o l l o w  t h e  d i s p e r s a l  o f  o r g a n i c  w a s t e  f r o m  s u c h  s i t e s  
[ 5 2 ] .  S t i l b e n e - t y p e  f l u o r e s c e n t  w h i t e n i n g  a g e n t s  t h a t  a r e  f o u n d  i n  l a u n d r y  
d e t e r g e n t s ,  h a v e  b e e n  u s e d  t o  f o l l o w  t h e  t r a n s p o r t  o f  s e d i m e n t  p a r t c l e s  i n  T o k y o  
B a y  [ 5 3 ] .  
I n  s o m e  i n s t a n c e s  a  b a c k g r o u n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  p a r t i c u l a r  p o l l u t a n t  m a y  e x i s t  
a n d  s u p e r i m p o s e d  o n  t h i s  l o c a l i s e d  p e a k  c o n c e n t r a t i o n s  m a y  o c c u r .  e . g .  R i c k i n g  
e t  a l .  [ 5 4 ]  m e a s u r e d  a  b a c k g r o u n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 5 0 0 - 2 5 0 0  n g l g  o f  t h e  P V C  
p l a s t i c i s e r s ,  a l k y l s u l f o n i c  a c i d  e s t e r s ,  i n  t h e  s e d i m e n t  o f  a  G e r m a n  r i v e r  s y s t e m .  
T h i s  v a l u e  p e a k e d  a t  8 8 6 0  n g l g  e n a b l i n g  t h e m  t o  i d e n t i f y  a  d i s t i n c t  e m i s s i o n  
s o u r c e .  I n  t h i s  r i v e r  s y s t e m  w h i c h  r e c e i v e s  a  h i g h  i n p u t  o f  a n t h r o p o g e n i c  
c o n t a m i n a n t s ,  a  r a n g e  o f  a n t h r o p o g e n i c  m a r k e r  c o m p o u n d s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d .  
T h i s  r a n g e  i n c l u d e s ,  d e t e r g e n t  r e l a t e d  s u b s t a n c e s ,  p l a s t i c i z e r s ,  f r a g r a n c e s  a n d  
U V - p r o t e c t o r s .  
A n  o b v i o u s  g r o u p  o f  c o m p o u n d s  t o  c o n s i d e r  i n  t h i s  r e g a r d  i s  t h e  h y d r o c a r b o n s .  
T h i s  w i l l  i n c l u d e  n o t  o n l y  p e t r o l e u m  r e l a t e d  s u b s t a n c e s  b u t  a l s o  c o m p o u n d s  
f o r m e d  b y  t h e  m i c r o b i a l  a n d  c h e m i c a l  d e g r a d a t i o n  o f  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  l i p i d s .  
P e t r o l e u m  r e l a t e d  h y d r o c a r b o n s  e n t e r  t h e  e n v i r o n m e n t  t h r o u g h  s h i p p i n g  a c t i v i t i e s ,  
s e w a g e  d i s p o s a l ,  o f f s h o r e  o i l  p r o d u c t i o n  a n d  t r a n s p o r t ,  o i l  s p i l l s  a n d  p y r o l y s i s  a n d  
c o m b u s t i o n  o f  f o s s i l  f u e l s .  T h e  m i x t u r e s  o f  h y d r o c a r b o n s  t h a t  a r e  e n c o u n t e r e d  i n  
e n v i r o n m e n t a l  r e s e a r c h  f r e q u e n t l y  c o n t a i n  c o m p o n e n t s  o f  b o t h  b i o g e n i c  a n d  o f  
a n t h r o p o g e n i c  o r i g i n .  C a r e f u l  d i s c r i m i n a t i o n  i s  r e q u i r e d  t o  a s s i g n  t h e  d i f f e r e n t  
c o n s t i t u e n t s  t o  t h e i r  a p p r o p r i a t e  s o u r c e  o r  o r i g i n .  S u c h  w o r k  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t ,  
e . g .  i n  P a t o s  L a g o o n ,  B r a z i l  [ 5 5 ] .  
T h e  c o n c e p t  o f  b i o m a r k e r s  
T h e  s i m p l e  m e a s u r e m e n t  o f  a  c o n t a m i n a t i n g  s p e c i e s  i n  e n v i r o n m e n t a l  w a t e r s  b y  
c h e m i c a l  m e a n s  c o n v e y s  n o  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  e f f e c t  o f  t h a t  c o n t a m i n a n t  o n  
t h e  e n v i r o n m e n t a l  f l o r a  o r  f a u n a .  A d d i t i o n a l l y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h a t  s p e c i e s  
m a y  b e  e x t r e m e l y  l o w  a n d  t h e r e f o r e  d i f f i c u l t  t o  m e a s u r e  w i t h  a n y  g r e a t  a c c u r a c y .  
A n  a p p r o a c h  t h a t  h a s  b e e n  u s e d  t o  c o p e  w i t h  t h e s e  d i f f i c u l t i e s  i s  t h a t  o f  t h e  
b i o m a r k e r .  T h i s  i s  a  c e l l u l a r  c o m p o n e n t  o f  a n  o r g a n i s m  t h a t  i s  s e n s i t i v e  t o  t h e  
c o n t a m i n a n t ,  o f t e n  i n  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n ,  a n d  t h a t  c a n  p r o v i d e  i m m e d i a t e  
i n f o r m a t i o n  o n  t h e  e f f e c t  o f  t h e  c o n t a m i n a n t .  
A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  i n  m u s s e l s  a n d  i n  r e d  m u l l e t  h a s  b e e n  u s e d  f o r  s u c h  s t u d i e s  i n  
t h e  s e a s  s u r r o u n d i n g  t h e  S a l e n t o  P e n i n s u l a  o f  S o u t h e r n  I t a l y  [ 5 6 ]  a n d  i n  F r a n c e  
c o p e p o d s *  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  t h e  s a m e  p u r p o s e  [ 5 7 ] .  
A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  i s  a n  e n z y m e  t h a t  b r e a k s  d o w n  t h e  n e u r o t r a n s m i t t e r ,  
a c e t y l c h o l i n e ,  a t  t h e  s y n a p t i c  c l e f t  ( t h e  s p a c e  b e t w e e n  t w o  n e r v e  c e l l s )  s o  t h a t  t h e  
n e x t  n e r v e  i m p u l s e  c a n  b e  t r a n s p o r t e d  a c r o s s  t h e  s y n a p t i c  g a p .  P e s t i c i d e s  o f  t h e  
o r g a n o p h o s p h a t e  a n d  c a r b a r n a t e  t y p e s  a c t  t o  k i l l  o r  t o  p a r a l y s e  i n s e c t s  b y  
i n h i b i t i n g  t h e i r  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e .  
B i v a l v e d  m o l l u s c s  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  a  s i m i l a r  p u r p o s e  i n  A n t a r t i c a  [ 5 8 ] .  
T h e  u s e  o f  t h e  t h r e e - s p i n e d  s t i c k l e b a c k  f i s h  ( G a s t e r o s t e u s  a c u l e a t u s  L ) ,  w h i c h  
r e s p o n d s  t o  a n d r o g e n s  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  b y  p r o d u c i n g  w i t h i n  i t s  k i d n e y  a  u n i q u e  
p r o t e i n  c a l l e d  s p i g g i n ,  f a l l s  i n t o  t h i s  c a t e g o r y  [ 5 9 ]  a s  d o e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
v i t e l o g e n i n  i n  m a l e  f i s h  i n  r e s p o n s e  t o  E D C s  [ 5 7 ,  3 8 1 ,  a n d  t h e  d e c r e a s e  i n  
p h e n o l o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  e s t u a r i n e  t u n i c a t e ,  S t y e l a  p l i c a t a ,  i n  r e s p o n s e  t o  T B T  
( t r i b u t y l t i n )  c o n t a m i n a t i o n  [ 6 0 ] .  
*  A  c o p e p o d  i s  a n  a q u a t i c  c r u s t a c e a n  w i t h  p a d d l e  l i k e  f e e t .  
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1 . 2 :  S o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
1 . 2 . 1 :  E x t r a c t i o n  a n d  p r e c o n c e n t r a t i o n  o f  m i c r o p o l l u t a n t s  
T h e  a n a l y s t  w h o  s e e k s  t o  i d e n t i f y  a n d  t o  q u a n t i f y  m i c r o p o l l u t a n t s  i n  
e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  i s  i n e v i t a b l y  c o n f r o n t e d  w i t h  t h e  p r o b l e m s  t h a t  a r e  i n h e r e n t  
i n  t h e  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u c h  c o m p o u n d s  a n d  i n  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  
m a t r i c e s  i n  w h i c h  t h e y  o c c u r .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u c h  s p e c i e s  a r e  s u c h  t h a t  l o w  
n g ~ - '  a r e  r o u t i n e l y  e n c o u n t e r e d  a n d  f r e q u e n t l y  p g ~ - '  a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  
s i g n i f i c a n t .  I n  i t s  p a s s a g e  o v e r  s o i l  a n d  r o c k s ,  s u r f a c e  w a t e r  w i l l  i n e v i t a b l y  c o m e  
i n  c o n t a c t  w i t h  a  v a r i e t y  o f  s p e c i e s ,  o f  b o t h  o r g a n i c  a n d  i n o r g a n i c  o r i g i n .  O w i n g  t o  
t h e  e f f e c t i v e  s o l v a t i n g  p o w e r  o f  w a t e r  m a n y  o f  t h e s e  w i l l  b e  p r e s e n t ,  t o  a  g r e a t e r  
o r  l e s s e r  e x t e n t ,  a s  s o l u t e s ,  i n  t h e  a q u e o u s  s a m p l e .  T h u s ,  p r i o r  t o  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  
a n d  t o  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  o f  i n t e r e s t ,  t h e i r  e x t r a c t i o n  a n d  t h e i r  
c o n c e n t r a t i o n  a r e  e s s e n t i a l .  
T r a d i t i o n a l l y  e x t r a c t i o n  a n d  c o n c e n t r a t i o n  w a s  b y  m e a n s  o f  l i q u i d l l i q u i d  
e x t r a c t i o n  ( L L E ) .  T h i s  i s  a c h i e v e d  b y  p l a c i n g  a  s p e c i f i c  v o l u m e  o f  t h e  a q u e o u s  
s a m p l e  i n  a  s e p a r a t i n g  f u n n e l  t o g e t h e r  w i t h  a  v o l u m e  o f  a  l i q u i d  t h a t  i s  b o t h  
i m m i s c i b l e  w i t h  w a t e r  a n d  t h a t  i s  c o m p a r a t i v e l y  m o r e  v o l a t i l e .  T h e  t w o  l i q u i d s  a r e  
t h e n  s h a k e n  a n d  s u b s e q u e n t l y  a l l o w e d  t o  s e p a r a t e .  B y  c a r e f u l l y  c h o o s i n g  t h e  
o r g a n i c  l i q u i d  t h e  a n a l y t e  w i l l  b e  d i s t r i b u t e d  b e t w e e n  t h e  l i q u i d s  i n  s u c h  a  w a y  t h a t  
a t  e q u i l i b r i u m  t h e r e  w i l l  b e  a  g r e a t e r  a m o u n t  o f  t h e  a n a l y t e  i n  t h e  o r g a n i c  t h a n  i n  
t h e  a q u e o u s  p h a s e .  T h e  a q u e o u s  a n d  t h e  o r g a n i c  p h a s e s  a r e  t h e n  s e p a r a t e d  a n d  t h e  
p r o c e d u r e  c a n  b e  r e p e a t e d .  T h e  o r g a n i c  l a y e r s  a r e  t h e n  c o m b i n e d  a n d  b y  
e v a p o r a t i o n  o f  t h e  o r g a n i c  m e d i u m  t h e  a n a l y t e  c a n  b e  c o n f i n e d  t o  a  s m a l l  v o l u m e  
o f  s o l u t i o n .  
M i e u r e  a n d  D i e t r i c h  [ 6  1 1  u s e d  1 5  m L  o f  m e t h y l e n e  c h l o r i d e  ( d i c h l o r o m e t h a n e )  p e r  
5 0 0  m L  o f  a q u e o u s  s o l u t i o n .  T h e i r  m e t h o d  i n v o l v e d  f i r s t  s a t u r a t i n g  t h e  a q u e o u s  
s o l u t i o n  w i t h  s o d i u m  c h l o r i d e  t o  i m p r o v e  t h e  e x t r a c t a b i l i t y  o f  t h e  w a t e r  s o l u b l e  
c o m p o u n d s .  A f t e r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  t w o  p h a s e s  a b o u t  1 0  m L  o f  t h e  o r g a n i c  p h a s e  
w a s  t y p i c a l l y  r e c o v e r e d  w h i c h ,  p o t e n t i a l l y ,  g i v e s  a  5 0  f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  t h e n  a n a l y s e d  b y  G C - M S .  U s i n g  
t h i s  m e t h o d  t h e y  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  v a r i e t y  o f  p o l l u t a n t s ,  i n c l u d i n g  
p h e n o l s ,  n i t r o  c o m p o u n d s ,  c a r b o x y l i c  a c i d s  a n d  a r o m a t i c  a m i n e s  i n  w a s t e w a t e r ,  a l l  
i n  c o n c e n t r a t i o n s  a s  l o w  a s  0 . 2  m g ~ - ' .  S i m i l a r l y  H i t e s  [ 6 2 ] ,  u s i n g  L L E  w i t h  
d i c h l o r o m e t h a n e  a n d  s u b s e q u e n t  G C - M S  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s ,  
d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  p h t h a l a t e  e s t e r s  i n  N e w  E n g l a n d  r i v e r s  a n d  
p e r s u a s i v e l y  l i n k e d  t h e i r  p r e s e n c e  t o  s p e c i f i c  f a c t o r i e s  i n  t h e  i m m e d i a t e  
n e i g h b o u r h o o d .  A  c o n t i n u o u s  L L E  m e t h o d  e m p l o y i n g  d i c h l o r o m e t h a n e  h a s  b e e n  
d e s c r i b e d  b y  K o l p i n  e t  a l .  [ 2 3 ]  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  w a s t e w a t e r  
c o n t a m i n a n t s  i n c l u d i n g  B P A ,  d i e l d r i n ,  l i n d a n e ,  4 - m e t h y l p h e n o l  a n d  4 -  
n o n y l p h e n o l .  S i e g e n e r  [ 6 3 ]  a n d  G a r d i n a l i  [ 2 4 ]  u s e d  L L E  w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e  t o  
e s t i m a t e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  i n  w a t e r ,  t h e  f o r m e r  w o r k i n g  o n  t h e  
s e a w a t e r  o f  B o s t o n  h a r b o u r .  
1 . 2 . 2 :  B a c k g r o u n d  t o  t h e  t e c h n i q u e  o f  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
S o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  ( S P E )  i s  a  t e c h n i q u e  t h a t  c a n  t r a c e  i t s  o r i g i n  b a c k  t o  t h e  
1 9 5 0 s .  A t  t h a t  t i m e  t h e  u s e  o f  g r a n u l a t e d  a c t i v e  c a r b o n  ( G A C )  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  
d o m e s t i c  w a t e r  s u p p l i e s  w a s  a n  e s t a b l i s h e d  t e c h n i q u e .  B r a u s  e t  a l .  [ 6 4 ]  a d a p t e d  
t h i s  t e c h n i q u e  f o r  a n a l y t i c a l  p u r p o s e s .  T h e y  b u i l t  a  s y s t e m  t h a t  c o u l d  c o n t a i n  
b e t w e e n  1 2 0 0  a n d  1 5 0 0  g r a m s  o f  G A C  i n  i r o n  c y l i n d e r s  t h a t  m e a s u r e d  a b o u t  3  f t  
i n  l e n g t h  w i t h  a n  i n t e r n a l  d i a m e t e r  o f  4  i n c h e s .  W i t h  t h i s  s y s t e m  t h e y  c o u l d  s a m p l e  
l a r g e  v o l u m e s  o f  w a t e r  ( e . g .  8 0 , 0 0 0  g a l l o n s )  a t  a  f l o w  r a t e  o f  b e t w e e n  0 . 1  a n d  0 . 6  
g a l l o n s  p e r  m i n u t e .  S o x h l e t  e x t r a c t i o n  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  w a s  u s e d  t o  r e m o v e  t h e  
a d s o r b e d  m a t e r i a l  f r o m  t h e  c a r b o n .  A f t e r  e v a p o r a t i o n  o f  t h e  e t h e r ,  s e q u e n t i a l  
e x t r a c t i o n  o f  t h e  r e m a i n i n g  m a t e r i a l  w i t h  a c i d i c  a n d  a l k a l i n e  s o l u t i o n s  o f  v a r y i n g  
p H  a l l o w e d  i t s  s e p a r a t i o n  i n t o  p h e n o l i c ,  a c i d i c ,  n e u t r a l ,  b a s i c  a n d  a m p h o t e r i c  
c o m p o n e n t s .  
R o s e n  e t  a l .  [ 6 5 ]  u s e d  t h e  m e t h o d  o f  B r a u s  t o  s a m p l e  r i v e r  a n d  c a n a l  w a t e r  f o r  
p e t r o l e u m  c o m p o n e n t s .  T h e y  i s o l a t e d  t h e  n e u t r a l  m a t e r i a l  ( i . e .  t h e y  d i s r e g a r d e d  
a n y  p h e n o l i c ,  b a s i c  o r  a c i d i c  c o m p o n e n t s )  f r o m  t h a t  w h i c h  h a d  b e e n  a d s o r b e d  o n t o  
t h e  a c t i v e  c a r b o n  a n d  t h e n  f r a c t i o n a t e d  t h i s  m a t e r i a l  o n  s i l i c a  g e l  u s i n g  a  s e q u e n c e  
o f  a l i p h a t i c  ( 2 , 2 , 4 - t r i m e t h y l p e n t a n e ) ,  a r o m a t i c  ( b e n z e n e ) ,  a n d  p o l a r  
( c h l o r o f o r m / m e t h a n o l )  s o l v e n t s .  I n  t h i s  w a y  t h e y  i s o l a t e d  a l i p h a t i c ,  a r o m a t i c  a n d  
p o l a r  c o m p o u n d s  f r o m  t h e  r e s i d u e .  U s i n g  i n f r a - r e d  ( I R )  s p e c t r o s c o p y  t h e y  
c o m p a r e d  t h e s e  e x t r a c t s  w i t h  t y p i c a l  p e t r o l e u m  w a s t e .  B y  a p p l y i n g  t h e  m e t h o d  t o  
r i v e r  a n d  l a k e  w a t e r s  f r o m  d i f f e r e n t  l o c a t i o n s  t h e y  w e r e  a b l e  t o  e s t i m a t e  t h e  
c o n t r i b u t i o n  t h a t  p e t r o l e u m  w a s t e  w a s  m a k i n g  t o  t h e  t o t a l  h y d r o c a r b o n  c o n t e n t  o f  
t h o s e  w a t e r s .  
R o s e n  a n d  M i d d l e t o n  [ 6 6 ]  u s e d  G A C  t o  e x t r a c t  c h l o r i n a t e d  i n s e c t i c i d e s  s u c h  a s  
b e n z e n e  h e x a c h l o r i d e ,  a l d r i n ,  c h l o r d a n e ,  m e t h o x y c h l o r ,  a n d  D D T  f r o m  l a r g e  
v o l u m e s  ( 5 0 0 0  g a l l o n s )  o f  w a t e r .  T h e  i n s e c t i c i d e s  w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  b u l k  
a d s o r b e d  m a t e r i a l  b y  c h r o m a t o g r a p h y  o n  a c t i v e  a l u m i n a  u s i n g  c h l o r o f o r m  a s  t h e  
s o l v e n t .  T h e  i n s e c t i c i d e s  w e r e  r e a d i l y  e l u t e d  w h e r e a s  m a n y  o x y g e n  c o n t a i n i n g  
o r g a n i c  c o m p o u n d s  t h a t  c a u s e d  I R  i n t e r f e r e n c e  w e r e  r e t a i n e d .  S u b s e q u e n t l y  t h e  
i n s e c t i c i d e s  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  t h e  I R  s p e c t r a  o f  t h e s e  e x t r a c t s  w i t h  
t h e  I R  s p e c t r a  o f  s t a n d a r d  s a m p l e s  o f  t h e  i n s e c t i c i d e s .  
B y  t h e  1 9 7 0 s  i t  w a s  a p p a r e n t  t h a t  t h e r e  w e r e  l i m i t a t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  u s e  o f  
c h a r c o a l  a s  a  s o r b e n t .  A m o n g s t  t h e  d i f f i c u l t i e s  t h a t  a r e  f r e q u e n t l y  r e f e r r e d  t o  a r e  
t h e  o c c a s i o n a l  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e  a f t e r  e l u t i o n  a n d  p r o b l e m s  i n  
e l u t i n g  s o m e  a n a l y t e s  f r o m  t h i s  m a t e r i a l .  G r o b  [ 6 7 ]  c o n s i d e r e d  t h e s e  p r o b l e m s  b u t  
n e v e r t h e l e s s  s e l e c t e d  c h a r c o a l  t o  s a m p l e  p o t a b l e  w a t e r ,  b e l i e v i n g  t h a t  a n  " .  .  .  .  .  .  .  
a d v a n t a g e  o f  c h a r c o a l ,  e s p e c i a l l y  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  s y n t h e t i c  a d s o r b e n t s ,  i s  i t s  
a b s o l u t e  c h e m i c a l  s t a b i l i t y .  U n d e r  n o  c o n c e i v a b l e  c o n d i t i o n s  d o e s  i t  r e l e a s e  
s u b s t a n c e s  t h a t  w o u l d  r e s u l t  i n  c o n t a m i n a t i o n " .  H e  e m p h a s i z e d  t h a t  t h e  p o s s i b i l i t y  
o f  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  w a s  e x a c e r b a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  
c e r t a i n  i n o r g a n i c  s a l t s  i n  t h e  c h a r c o a l  t h a t  a c t e d  a s  c e n t e r s  f o r  s u c h  m o d i f i c a t i o n s .  
T h u s  t h e  s e l e c t i o n  o f  p u r e  c h a r c o a l  w a s  o f  t h e  u t m o s t  i m p o r t a n c e .  T h a t  w h i c h  h e  
s e l e c t e d  w a s  a  b r a n d  t h a t  h a d  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  u s e  i n  c i g a r  f i l t e r s .  U s i n g  t h i s  
m a t e r i a l  p o t a b l e  w a t e r  f r o m  t h e  Z u r i c h ,  S w i t z e r l a n d ,  s u p p l y  w a s  s a m p l e d  a n d  
s h o w n  t o  c o n t a i n  a  r a n g e  o f  h y d r o c a r b o n s ,  m a n y  o f  w h i c h  w e r e  d e r i v e d  f r o m  
a u t o m o b i l e  f u e l .  
1 . 2 . 3 :  S y n t h e t i c  r e s i n s  
O n e  o f  t h e  f a c t o r s  t h a t  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  w i t h  t h e  u s e  o f  
G A C  w a s  t h e  h e t e r o g e n e o u s  n a t u r e  o f  t h i s  m a t e r i a l .  I n  t h e  m i d  1 9 6 0 s  R o h r n  a n d  
H a a s  C o  i n t r o d u c e d  a  c r o s s l i n k e d  p o l y s t y r e n e  r e s i n ,  F i g u r e  1 . 1 ,  A m b e r l i t e  X A D - 1 .  
T h i s  m a t e r i a l  i s  f a r  m o r e  h o m o g e n e o u s  t h a n  G A C ,  s o  t h e s e  p r o b l e m s  w e r e  n o t  
e n c o u n t e r e d .  R i l e y  [ 6 8 ]  u s e d  t h i s  m a t e r i a l  t o  p r e c o n c e n t r a t e  o r g a n i c  c o m p o u n d s  
f r o m  w a t e r  s u p p l i e s .  I n  t h e  y e a r s  t o  c o m e  v a r i o u s  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h i s  r e s i n  w o u l d  
b e  i n t r o d u c e d ,  A m b e r l i t e  X A D - 2 ,  X A D - 4 ,  e t c .  
R e c o g n i s i n g  t h e  l i m i t a t i o n s  o f  c h a r c o a l  a s  a  s o r b e n t  o f  o r g a n i c  p o l l u t a n t s ,  
B u r n h a m  e t  a l .  [ 6 9 ]  e x a m i n e d  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  m a c r o - r e t i c u l a r  r e s i n ,  A m b e r l i t e  
X A D - 2  t o  a d s o r b  a  v a r i e t y  o f  p o l l u t a n t s  f r o m  d r i n k i n g  w a t e r .  U s i n g  a  c o l u m n  t h a t  
m e a s u r e d  1 . 5 ~ 7 . 0  c m  a n d  t h a t  w a s  f i l l e d  w i t h  t h i s  m a t e r i a l  t h e y  s a m p l e d  1 5 0  L  o f  
w e l l  w a t e r  i n  I o w a ,  U S A ,  a t  a  f l o w - r a t e  o f  5 0  m l m i n - ' .  T h e  r e t a i n e d  m a t e r i a l  w a s  
e l u t e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r .  A  v a r i e t y  o f  t e c h n i q u e s  t h a t  i n c l u d e d  W - s p e c t r o s c o p y ,  
I R - s p e c t r o s c o p y ,  a n d  G C - M S  w e r e  u s e d  t o  i d e n t i f y  a n d  t o  q u a n t i f y  c o m p o n e n t s  o f  
t h i s  m a t e r i a l .  A m o n g s t  t h e  c o m p o u n d s  t h a t  w e r e  d e t e c t e d  w e r e  a c e n a p h t h a l e n e  
( 1 9 . 3  p g L - ' ) ,  1  - m e t h y l n a p h t h a l e n e  ( 1  1 . 0  p g ~ - ' )  a n d  i n d e n e  ( 1  8 . 0  P ~ L - ' ) .  
I n  t h e  l a t e  1 9 7 0 s  v a n  R o s s u m  a n d  W e b b  [ 7 0 ]  m e a s u r e d  t h e  r e c o v e r y  e f f i c i e n c i e s  
o f  X A D  r e s i n s  ( X A D - 2 ,  - 4 ,  - 7  a n d  - 8 )  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  s a m p l e s  s p i k e d  w i t h  
t h i r t e e n  o r g a n i c  p o l l u t a n t s  t h a t  i n c l u d e d  2 - b e n z o t h i a z o l e ,  p - c r e s o l ,  d i b e n z o f u r a n ,  
1 - m e t h y l n a p h t h a l e n e ,  p h e n o l  a n d  a - t e r p i n e o l .  I d e n t i f i c a t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  o f  
t h e  a n a l y t e s  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  G C  w i t h  a  f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r  a n d  a n  
a p p r o p r i a t e  i n t e r n a l  s t a n d a r d .  T h e  %  r e c o v e r y  o f  t h e  i n d i v i d u a l  c o m p o u n d s  w a s  
a v e r a g e d  a n d  t h i s  m e a n  v a l u e  w a s  u s e d  a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  b e s t  r e s i n .  F o r  
c o m p a r i s o n ,  L L E  w i t h  c h l o r o f o r m  w a s  a l s o  c a r r i e d  o u t .  T h i s  l a t t e r  p r o c e d u r e  g a v e  
8 0 %  r e c o v e r y  w h e r e a s  t h e  b e s t  i n d i v i d u a l  r e s i n  w a s  X A D - 2  w h i c h  g a v e  7 1 % .  A  
m i x t u r e  o f  X A D - 4  a n d  X A D - 8  g a v e  a  r e c o v e r y  o f  7 6 % .  U s i n g  t h i s  m i x t u r e  o f  
r e s i n s  t h e y  s a m p l e d  1 0 0 0  L  o f  A t h e n s  t a p w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  a n d  q u a n t i f i e d  a  
r a n g e  o f  b o t h  a l i p h a t i c  a n d  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  t h a t  i n c l u d e d  n - d o d e c a n e  
( 0 . 0 0 9  p g ~ - ' ) ,  n - t r i d e c a n e  ( 0 . 0 0 6  p g ~ - l ) ,  n a p h t h a l e n e  ( 0 . 0 0 9  p g L m l )  a n d  
a n t h r a c e n e  ( 0 . 2 5 5  p g ~ - ' ) .  
T h e  s y n t h e t i c  r e s i n s  p r o v e d  t o  b e  e f f e c t i v e  s o r b e n t s  a n d  t h e y  q u i c k l y  d i s p l a c e d  t h e  
u s e  o f  c a r b o n  a s  a  m a t e r i a l  f o r  m e a s u r i n g  l o w  l e v e l s  o f  o r g a n i c  c o m p o u n d s  i n  
w a t e r .  H o w e v e r  w h e n  t h e y  f i r s t  c a m e  o n  t h e  m a r k e t  i t  w a s  e s s e n t i a l  t o  c l e a n  t h e m  
b e f o r e  u s e  o f  r e s i d u a l  m a t e r i a l  r e m a i n i n g  f r o m  t h e  m a n u f a c t u r i n g  p r o c e s s .  J u n k  e t  
a l .  ( 7 1 )  s y s t e m a t i c a l l y  t e s t e d  t h e  e f f i c i e n c y  o f  X A D - 2  i n  r e c o v e r i n g  a  w i d e  r a n g e  
o f  c o m p o u n d s  f r o m  w a t e r  b u t  t h e i r  m e t h o d  i n v o l v e d  c l e a n i n g  t h e  r e s i n  b e f o r e  u s e  
b y  s e q u e n t i a l  S o x h l e t  e x t r a c t i o n  o f  t h e  r e s i n  w i t h  m e t h a n o l ,  a c e t o n i t r i l e  a n d  
d i e t h y l  e t h e r  c o n t i n u i n g  t h e  e x t r a c t i o n  f o r  e i g h t  h o u r s  f o r  e a c h  s o l v e n t .  
1 . 2 . 4 :  B o n d e d  s i l i c o n e s  
T h e  w o r k  o f  A u e  e t  a l .  [ 7 2 ]  i n d i c a t e s  t h a t  s u p p o r t  b o n d e d  s i l i c o n e s  ( C 1 8 H 3 7 S i 0 3 / 2 ) n  
h a d  a l s o  b e e n  p r e p a r e d  i n  t h e  e a r l y  1 9 7 0 s  a n d  h a d  b e e n  u s e d  t o  e x t r a c t  t r a c e  
a m o u n t s  o f  o r g a n o c h l o r i n e s  f r o m  a q u e o u s  s o l u t i o n .  T h e i r  w o r k  i n c l u d e d  t h e  
e x t r a c t i o n  o f  1 0  L  o f  w a t e r  t h a t  h a d  b e e n  s p i k e d  w i t h  a  r a n g e  o f  i n s e c t i c i d e s  t h a t  
i n c l u d e d  d i e l d r i n ,  a l d r i n ,  h e p t a c h l o r  a n d  l i n d a n e ,  a l l  a t  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  l o w  
n g L - ' .  S u b s e q u e n t l y  t h e  r e t a i n e d  a n a l y t e s  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  w i t h  
p e n t a n e  a n d  i d e n t i f i e d  a n d  q u a n t i f i e d  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  s t a n d a r d s  u s i n g  G C  w i t h  
e l e c t r o n  c a p t u r e  d e t e c t i o n .  T h e y  a p p l i e d  t h e i r  m e t h o d  t o  M i s s o u r i  r i v e r  w a t e r  w i t h  
i n c o n c l u s i v e  r e s u l t s .  
D u r i n g  t h e  1 9 7 0 s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  S P E  t e c h n o l o g y  w a s  a i d e d  b y  t e c h n i q u e s  
t h a t  w e r e  b e i n g  d e v e l o p e d  b y  t h o s e  w o r k i n g  w i t h  H P L C ,  e . g .  L i t t l e  a n d  F a l l i c k  
[ 7 3 ]  d e s c r i b e  a  m e t h o d  t h a t  t h e y  r e f e r  t o  a s  " t r a c e  e n r i c h m e n t " .  T h e  c h a l l e n g e  t h a t  
t h e y  f a c e d  w a s  t o  i n c r e a s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n  a n a l y t e  t o  a  p o i n t  a t  w h i c h  t h e  
detectors then available could detect that anaIyte. They pumped the analyte in 
aqueous solution through the reversed phase column (e.g. C18). The analyte 
accumulated on t l ~ e  column and could subsequently be eluted by changing to a 
stronger solvent. 
Modified silica with reversed-phase sorbent is one of the most widely used 
packing materials for SPE. Hydrophobic interactions befmeen the C18 chains and 
the analyte mofecules (i.e. van der Waals forces) effect the retention of these 
molecules. Such materials have a narrow pH stability range, so when SPE must be 
carried out in strongly acidic or basic conditions, reversed-phase polymeric 
sorbents (PS-DVB) are used. Tl~ese materials are particular1 y suitable for aromatic 
analytes because of the possibility of n a  interactions. 
1 . 2 . 5 :  S u b s t i t u t e d  p o l y s t y r e n e  d i - v i n y l  b e n z e n e  ( P S - D V B )  
A  p r o b l e m  w i t h  p o r o u s  p o l y s t y r e n e  w h e n  a q u e o u s  s o l u t i o n s  a r e  b e i n g  u s e d  i s  t h a t  
o f  p o o r  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  s o l u t i o n  a n d  t h e  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e .  I t  i s ,  t h e r e f o r e ,  
n e c e s s a r y  t o  w e t  t h e  s u r f a c e  w i t h  a  s o l v e n t  s u c h  a s  m e t h a n o l ,  a c e t o n i t r i l e  o r  
a c e t o n e .  T h o u g h  t h i s  p r o c e d u r e  d o e s  g i v e  a  b e t t e r  s u r f a c e  c o n t a c t ,  t h e  a c t i v a t i n g  
s o l v e n t  c a n  b e  g r a d u a l l y  l e a c h e d  o u t  o f  t h e  s o r b e n t  c a u s i n g  e x t r a c t i o n  t o  b e  
i n e f f e c t i v e .  A  b e t t e r  a p p r o a c h  i s  t o  b o n d  h y d r o p h i l i c  m o i e t i e s  t o  t h e  r e s i n .  A  
v a r i e t y  o f  s u b s t i t u t e d  P S - D V B  p o l y m e r s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  s o m e  o f  w h i c h  a r e  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  ( F i g u r e  1 . 2 ) .  A  f u r t h e r  a d v a n t a g e  t h a t  i s  c o n f e r r e d  b y  t h e  
i n t r o d u c t i o n  o f  s u b s t i t u e n t s  t o  t h e  P S - D V B  l a t t i c e  i s  a n  i n c r e a s e  i n  i t s  c a p a c i t y  f o r  
m o r e  p o l a r  a n a l y t e s .  
F i g u r e  1 . 1 :  S t r u c t u r e  o f  p o l y s t y r e n e  d i - v i n y l  b e n z e n e  ( P S - D V B ) ,  a  c r o s s  
l i n k e d  p o l y m e r .  
H - C - H  
I  
O H  
A c e t y l  
H  y d r o x y m e t h y l  
P y r r o l i d o n e  ( a s  i n  S t r a t a - X )  
P y r r o l i d o n e  ( a s  i n  O a s i s  H L B )  
P y r r o l i d o n e  w i t h  s u l p h o n i c  a c i d  g r o u p s  
o n  t h e  b e n z e n e  r i n g s  ( a s  i n  O a s i s  M C X )  
F i g u r e  1 . 2 :  S o m e  e x a m p l e s  o f  s u b s t i t u t e d  P S - D V B  
1 . 2 . 6 :  R e t e n t i o n  m e c h a n i s m s  i n  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
T h e  f o r c e s  b y  w h i c h  a n  a n a l y t e  w i l l  b e  a d s o r b e d  b y  a  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  ( S P E )  
s o r b e n t  a r e  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s o r b e n t .  T w o  t y p e s  o f  s o r b e n t  w i l l  b e  
c o n s i d e r e d ,  r e v e r s e d  p h a s e  ( R P )  t y p e  s o r b e n t s  a n d  i o n  e x c h a n g e  t y p e  s o r b e n t s .  I n  t h e  
R P  t y p e  o f  s o r b e n t ,  e . g .  C I S ,  a d s o r p t i o n  o f  v e r y  s l i g h t l y  p o l a r  m o l e c u l e s  i s  e f f e c t e d  
b y  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s  ( F i g u r e  1 . 3 ) .  E l u t i o n  c a n  t h e n  b e  e f f e c t e d  w i t h  a  m o d e r a t e l y  
p o l a r  s o l v e n t  s u c h  a s  m e t h a n o l  o r  a c e t o n i t r i l e .  
F i g u r e  1 . 3 :  R e t e n t i o n  o f  t h e  a n a l y t e ,  4 - n o n y l p h e n o l  b y  t h e  R P  
C 1 8  s o r b e n t .  ( A r r o w s  r e p r e s e n t  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s ) .  
I n  i o n  e x c h a n g e  s o r b e n t s  r e t e n t i o n  o c c u r s  t h r o u g h  C o u l o m b i c  a t t r a c t i v e  f o r c e s .  T h e r e  
a r e ,  b r o a d l y ,  t w o  t y p e s  o f  s u c h  m a t e r i a l s ,  c a t i o n  e x c h a n g i n g  s o r b e n t s  a n d  a n i o n  
e x c h a n g i n g  s o r b e n t s .  A s  t h e  n a m e s  s u g g e s t  t h e s e  a r e  u s e d  t o  e x t r a c t  c a t i o n i c  a n d  
a n i o n i c  s p e c i e s  r e s p e c t i v e l y .  F o r  e a c h  o f  t h e s e  t y p e s  o f  s o r b e n t  c a r e f u l  c o n s i d e r a t i o n  
m u s t  b e  g i v e  t o  t h e  r e s p e c t i v e  p K ,  v a l u e s  o f  t h e  s o r b e n t  a n d  o f  t h e  a n a l y t e  a n d  t h e  p H  
o f  t h e  e x t r a c t i o n  m e d i u m  m u s t  b e  c o n t r o l l e d  a c c o r d i n g l y .  
R e c a l l i n g  t h a t  p H  =  p K ,  4  [ B H ' ]  =  [ B ] ,  t h e  f o l l o w i n g  e x a m p l e ,  F i g u r e  1 . 4 ,  i l l u s t r a t e s  
t h e  s i t u a t i o n  f o r  t h e  B r o n s t e d  b a s e ,  B  a n d  i t  c o n j u g a t e  a c i d  BH'. 
S o r b e n t  ( C a t i o n  e x c h a n g e r )  A n a l y t e  I  
I  I  1  
F i g u r e  1 . 4 :  R e s p e c t i v e  e q u i l i b r i a  o f  a  c a r b o x y l  t y p e  s o r b e n t  a n d  p r o t o n a t e d  b a s e  
P r e s u m i n g  t h a t  t h e  p K a  v a l u e  o f  t h e  s o r b e n t  i s  5  a n  e f f e c t i v e  w o r k i n g  p H  f o r  t h i s  
s o r b e n t  w o u l d  b e  7  ( a t  t h i s  p H  v a l u e  t h e  s o r b e n t  w o u l d  b e  p r e d o m i n a n t l y  i o n i s e d  a n d  
c a p a b l e  o f  e f f e c t i n g  a  c o u l o m b i c  a t t r a c t i o n  o n  a n y  c a t i o n s  i n  s o l u t i o n ) .  T o  a c h i e v e  a  
p r e d o m i n a n t l y  i o n i s e d  f o r m  o f  t h e  t y p e  o f  a n a l y t e  s h o w n  a t  t h i s  p H  v a l u e  t h e  p K a  
v a l u e  o f  t h e  a n a l y t e  w o u l d  n z e d  t o  b e  9  o r  g r e a t e r .  S u c h  p r o t o n a t e d  m o l e c u l e s  a r e  
v e r y  w e a k  a c i d s ,  o r ,  t h e y  a r e  t h e  c o n j u g a t e  ( B r o n s t e d )  a c i d s  o f  v e r y  s t r o n g  b a s e s .  
A  c o r r e s p o n d i n g  s i t u a t i o n  c a n  b e  d e s c r i b e d  f o r  a n i o n  e x c h a n g i n g  s o r b e n t s ,  F i g u r e  1 . 5 .  
A g a i n ,  p H  =  p K ,  e  [ H A ]  =  [ A m ]  
I  1  
F i g u r e  1 . 5 :  R e s p e c t i v e  e q u i l i b r i a  o f  a n  a m m o n i u m  t y p e  s o r b e n t  a n d  a  w e a k  a c i d  
1  
I f  t h e  s o r b e n t  h a s  a  p K ,  v a l u e  o f  9  i t s  w o r k i n g  p H  w o u l d  b e  7 .  T h u s  t h e  r e q u i r e d  p K ,  
v a l u e s  o f  a n a l y t e s  o f  t h e  f o r m  s h o w n  w o u l d  b e  5  o r  l e s s .  
I n  g e n e r a l ,  e l u t i o n  o f  a n a l y t e s  f r o m  i o n  e x c h a n g e  s o r b e n t s  c a n  b e  e f f e c t e d  b y  
r e v e r s i n g  t h e  e q u i l i b r i a  w h i c h  e n s u r e d  t h e  r e t e n t i o n  o f  t h o s e  a n a l y t e s .  
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  m a n y  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  s o r b e n t s  c o m b i n e  b o t h  a  R P  
a n d  a n  i o n  e x c h a n g e  f a c i l i t y  w i t h i n  t h e i r  s t r u c t u r e ,  e . g .  O a s i s  M C X ,  a b o v e ,  F i g u r e  1 . 2 .  
S o r b e n t  ( A n i o n  e x c h a n g e r )  
1 . 2 . 7 :  T h e  t e c h n i q u e  o f  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
A n a l y t e  
S P E  s o r b e n t s  c a n  b e  e m p l o y e d  i n  d i f f e r e n t  w a y s .  T h e s e  i n c l u d e  c a r t r i d g e s ,  d i s c s  [ 7 4 ]  
a n d  s t i r - b a r  m e t h o d s  [ 7 5 ] .  T h e  u s e  o f  c a r t r i d g e s  w i l l  b e  d e s c r i b e d .  A n  S P E  c a r t r i d g e  i s  
t h e  b a r r e l  o f  a  h y p o d e r m i c  s y r i n g e  i n  w h i c h  a  d e f i n i t e  m a s s  o f  t h e  s o r b e n t  i s  c o n t a i n e d  
a t  t h e  b o t t o m  o f  t h e  c a r t r i d g e  b e t w e e n  t w o  t e f l o n  o r  p o l y e t h y l e n e  f i i t s .  T h e  s a m p l e  i s  
c o n t a i n e d  i n  t h e  b a r r e l  a b o v e  t h e  s o r b e n t  a n d  i s  b r o u g h t  t h r o u g h  i t  b y  m e a n s  o f  a  
p r e s s u r e  d i f f e r e n t i a l .  A s  t h e  s a m p l e  p a s s e s  t h r o u g h  t h e  s o r b e n t  t h e  t a r g e t  a n a l y t e ( s )  
a r e  s e l e c t i v e l y  a d s o r b e d .  S u b s e q u e n t l y  t h e y  c a n  b e  e l u t e d  f r o m  t h e  s o r b e n t  b y  m e a n s  
o f  a n  a p p r o p r i a t e l y  c h o s e n  s o l v e n t  o r ,  i n  t h e  c a s e  o f  i o n  e x c h a n g e  s o r b e n t s ,  b y  a n  
a p p r o p r i a t e  a d j u s t m e n t  o f  t h e  p H  v a l u e .  A n  S P E  p r o t o c o l ,  t y p i c a l l y ,  i n v o l v e s  f i v e  
s t e p s .  T h e s e  a r e  a s  f o l l o w s :  c o n d i t i o n i n g  o f  t h e  s o r b e n t ,  e q u i l i b r a t i o n ,  l o a d i n g  o f  t h e  
s a m p l e  o n  t h e  s o r b e n t ,  w a s h i n g  o f  t h e  s o r b e n t  t o  r e m o v e  u n w a n t e d  c o e x t r a c t i v e s  a n d  
e l u t i o n  o f  t h e  a n a l y t e  f r o m  t h e  s o r b e n t .  
C o n d i t i o n i n g  o f  t h e  s o r b e n t :  t h i s  i s  a c h i e v e d  b y  r u n n i n g  a  s m a l l  v o l u m e  o f  a n  
o r g a n i c  l i q u i d ,  e . g .  m e t h a n o l ,  t h r o u g h  t h e  s o r b e n t .  I t s  e f f e c t  i s  t o  " w e t "  t h e  
h y d r o p h o b i c  s o r b e n t .  
E q u i l i b r a t i o n  o f  t h e  s o r b e n t :  a  s m a l l  v o l u m e  o f  w a t e r  i s  t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  
s o r b e n t .  
L o a d i n g  o f  t h e  s o r b e n t  w i t h  t h e  s a m p l e :  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  t h e  a n a l y t e ( s )  i s  
t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  s o r b e n t .  D e p e n d i n g  u p o n  t h e  r e s p e c t i v e  n a t u r e  o f  t h e  s o r b e n t  
a n d  o f  t h e  s p e c i e s  i n  s o l u t i o n  s o m e  m o l e c u l e s  w i l l  b e  r e t a i n e d  a n d  o t h e r s  w i l l  p a s s  
t h r o u g h ,  e . g .  h y d r o p h o b i c ,  n o n - p o l a r  m o l e c u l e s  w o u l d  b e  r e t a i n e d  b y  a  C 1 8  s o r b e n t ,  
b u t  m o r e  p o l a r ,  l i p o p h o b i c  s p e c i e s  w o u l d  p a s s  t h r o u g h .  
W a s h i n g  o f  t h e  s o r b e n t :  c e r t a i n  u n w a n t e d  s p e c i e s  c a n  b e  r e m o v e d  f r o m  t h e  s o r b e n t  
b y  c a r e h l  s e l e c t i o n  o f  a  s u i t a b l e  w a s h ,  e . g .  a q u e o u s  m e t h a n o l  w i l l  r e m o v e  s u b s t a n c e s  
f r o m  a  C 1 8  s o r b e n t  t h a t  w e r e  s u f f i c i e n t l y  l i p o p h i l i c  t o  b e  r e t a i n e d  d u r i n g  t h e  l o a d i n g  
p r o c e s s ,  y e t  o f  g r e a t e r  p o l a r i t y  t h a n  t h e  d e s i r e d  a n a l y t e  w h i c h  w i l l  r e m a i n  a d s o r b e d .  
D r y i n g  o f  t h e  s o r b e n t :  b e f o r e  e l u t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  t h e  s o r b e n t  i s  t h o r o u g h l y  d r i e d  
b y  m e a n s  o f  a  f l o w  o f  a i r  o r  o f  n i t r o g e n .  T h i s  i s  c o n s i d e r e d  n e c e s s a r y  a s  t h e  p r e s e n c e  
o f  w a t e r  c o u l d  h y d r o l y s e  c e r t a i n  a n a l y t e s  o r  i m p e d e  t h e i r  e l u t i o n  b y  h i n d e r i n g  a c c e s s  
o f  h y d r o p h o b i c  e l u a n t s  t o  t h e  s o r b e n t .  
E l u t i o n  o f  t h e  a n a l y t e :  T h e  a n a l y t e s  a r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  s o r b e n t  w i t h  a  s u i t a b l e  
s o l v e n t ,  e . g .  m e t h a n o l  o r  a c e t o n i t r i l e  c a n  b e  u s e d  t o  e l u t e  n o n - p o l a r  m o l e c u l e s  f r o m  a  
C 1 8  s o r b e n t .  
F o r  q u a n t i t i v e  p u r p o s e s  t h i s  e l u a t e  c a n  b e  r e d u c e d  t o  d r y n e s s  b y  e v a p o r a t i o n  a n d  t h e n  
m a d e  u p  t o  a  p r e c i s e  v o l u m e  p r i o r  t o  a n a l y s i s .  
T h e  s t e p s  l o a d i n g ,  w a s h i n g  a n d  e l u t i o n  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 6 .  
.  
A ,  A  L o a d i n g  
I  A .  
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L o a d i n g  o f  t h e  s o r b e n t ;  
A  v a r i e t y  o f  s p e c i e s  w i l l  b e  
a d s o r b e d ,  b u t ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  
r e s p e c t i v e  n a t u r e  o f  t h e  s p e c i e s  i n  
s o l u t i o n  a n d  t h e  s o r b e n t ,  o t h e r s  
w i l l  p a s s  t h r o u g h .  
W a s h i n g  
W a s h i n g  o f  t h e  
s o r b e n t :  b y  s e l e c t i n g  
a  w a s h ,  c e r t a i n  
s p e c i e s  c a n  b e  
r e m o v e d  f r o m  t h e  
s o r b e n t  w i t h o u t  
r e m o v i n g  t h e  d e s i r e d  
a n a l y t e .  
E l u t i o n  
E l u t i o n  o f  t h e  a n a l y t e :  
b y  s e l e c t i n g  a  s u i t a b l e  
s o l v e n t  t h e  a n a l y t e ( s )  
c a n  b e  e l u t e d  f r o m  t h e  
s o r b e n t .  
F i g u r e  1 . 6 :  D i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  p r o c e s s  o f  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
1 . 2 . 8 :  R e p o r t e d  S P E  m e t h o d s  
T h e  S P E  t e c h n i q u e  t h a t  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  w i l l ,  o f  c o u r s e ,  b e  m o d i f i e d  t o  t a k e  
a c c o u n t  o f  t h e  v o l u m e  o f  t h e  s a m p l e ,  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s  a n d  t h e  c h o s e n  s o r b e n t .  S o m e  
r e p o r t e d  p r o t o c o l s  a r e  d e s c r i b e d  b e l o w .  
V e r e n i t c h  e t  a l .  [ 7 6 ]  t a r g e t e d  c a f f e i n e  a n d  a c i d i c  d r u g s ,  i n c l u d i n g  i b u p r o f e n ,  i n  
s u r f a c e  w a t e r  a n d  m u n i c i p a l  w a s t e  w a t e r .  T h e y  c o l l e c t e d  2  L  s a m p l e s  a n d  s p l i t  t h e s e  
i n t o  1 L  a l i q u o t s  o n e  o f  w h i c h  w a s  u s e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  a c i d i c  d r u g s  a n d  t h e  o t h e r  
f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  c a f f e i n e .  T h e  s a m p l e  w h i c h  w a s  t o  b e  a n a l y s e d  f o r  a c i d i c  d r u g s  w a s  
a d j u s t e d  t o  p H  2 . 0  w i t h  s u l p h u r i c  a c i d  t o  e n s u r e  t h e i r  p r e s e n c e  i n  t h e  n o n - i o n i s e d  f o r m  
a n d  t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  5 0 0  m g  o f  t h e  s o r b e n t  S u p e l c o L C - 1 8  ( a n  o c t a d e c y l  b o n d e d ,  
e n d  c a p p e d  s i l i c a )  t h a t  h a d  b e e n  c o n d i t i o n e d  w i t h  6  m L  h e x a n e ,  3  m L  a c e t o n e ,  6  m L  
d i c h l o r o m e t h a n e  ( D C M ) ,  2  m L  w a t e r  a n d  2  m L  w a t e r  ( p H  2 ) .  T h e  f l o w  r a t e  t h r o u g h  
t h e  s o r b e n t  w a s  a t  1 0  m L m i n - ' .  A f t e r  l o a d i n g ,  t h e  s o r b e n t  w a s  d r i e d  f o r  2  m i n  a n d  
t h e n  e l u t e d  w i t h  3 x 3  m L  o f  m e t h a n o l .  T h i s  e x t r a c t  w a s  t h e n  r e d u c e d  t o  0 . 2  m L  w i t h  
n i t r o g e n  g a s  p r i o r  t o  d e r i v a t i s a t i o n  a n d  a n a l y s i s  b y  G C - M S .  T h e  1 L  a l i q u o t  t o  b e  
a n a l y s e d  f o r  c a f f e i n e  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  7 . 5  w i t h  a q u e o u s  s o d i u m  h y d r o x i d e  p r i o r  t o  
e x t r a c t i o n  u s i n g  O a s i s  H L B  c a r t r i d g e s  ( 2 0 0  m g ) .  T h e s e  w e r e  c o n d i t i o n e d  w i t h  3  m L  
m e t h y l  t e r t - b u t y l  e t h e r  ( M T B E ) ,  3  m L  m e t h a n o l  a n d  3  m L  w a t e r .  T h e  f l o w  r a t e  
t h r o u g h  t h e  s o r b e n t  w a s  a t  1 0  m ~ m i n - ' .  
A f t e r  l o a d i n g  t h e  s o r b e n t  w a s  w a s h e d  w i t h  2  m L  2 5 %  a q u e o u s  m e t h a n o l  t o  r e m o v e  
a n y  p o l a r  c o e x t r a c t i v e s .  T h e  a d s o r b e d  a n a l y t e s  w e r e  e l u t e d  w i t h  1  m L  o f  m e t h a n o l  
f o l l o w e d  b y  6 m L  m e t h a n o V M T B E ( 1 : 9  V / V )  a n d  t h e n  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  0 . 1  m L  l i g h t  
p e t r o l e u m  p r i o r  t o  a n a l y s i s  b y  G C - M S .  A  m e t h o d  d e t e c t i o n  l i m i t  ( M D L )  o f  0 . 8  n g ~ - '  
f o r  i b u p r o f e n  a n d  2 0  n g ~ - '  f o r  c a f f e i n e  i s  r e p o r t e d .  
F a r r e  e t  a l .  [ 7 7 ]  u s e d  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  b i o a s s a y  p r o d u c t  a n d  c h e m i c a l  
a n a l y s i s  t o  i d e n t i f y  t o x i c  c o m p o u n d s  i n  w a s t e  w a t e r .  T h e  l a t t e r  i n v o l v e d  t h e  s a m e  
s o r b e n t  ( L i C h r o l u t  R P - 1 8 ,  5 0 0  m g )  b u t  d i f f e r e n t  p r o t o c o l s  t o  t a r g e t  a  v a r i e t y  o f  
c h e m i c a l s  t h a t  i n c l u d e d  e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l  a n d  n o n y l p h e n o l .  T h e  p r o c e d u r e  t o  
i s o l a t e  t h e  e s t r o g e n s  i n v o l v e d  c o n d i t i o n i n g  t h e  c a r t r i d g e s  w i t h  7  m L  o f  a c e t o n i t r i l e  
a n d  5  m L  o f  w a t e r  a n d  u s i n g  t h e m  t o  e x t r a c t  5 0 0  m L  o f  t h e  s a m p l e  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5  
r n ~ r n i n - ' .  A f t e r  l o a d i n g  t h e  s o r b e n t  w a s  d r i e d  f o r  2 0  -  3 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  e l u t e d  w i t h  
2 x 4  m L  o f  a c e t o n i t r i l e .  T h e  e x t r a c t s  w e r e  t h e n  b l o w n  d o w n  t o  0 . 5  m L  w i t h  n i t r o g e n  
g a s  a n d  a n a l y s e d  b y  L C - D A D - M S .  
T h e  p h e n o l s  w e r e  t a r g e t e d  b y  c o n d i t i o n i n g  t h e  s o r b e n t  w i t h  7  m L  m e t h a n o l  a n d  3  m L  
o f  w a t e r  a n d  t h e n  e x t r a c t i n g  2 0 0  m L  o f  s a m p l e  a t  a  r a t e  o f  5  m l m i n - ' .  T h e  c a r t r i d g e s  
w e r e  t h e n  d r i e d  a n d  t h e  a d s o r b e d  a n a l y t e s  w e r e  e l u t e d  s e q u e n t i a l l y  w i t h  s o l v e n t  
m i x t u r e s  o f  i n c r e a s i n g  p o l a r i t y .  U s i n g  t h i s  m e t h o d  t h e  a u t h o r s  f a i l e d  t o  d e t e c t  
e s t r o g e n s  i n  t h e  w a s t e w a t e r  t r e a t m e n t  p l a n t  ( W W T P )  i n f l u e n t  o r  e f f l u e n t  b u t  
n o n y l p h e n o l  w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  f i n a l  e f f l u e n t  o f  t w o  W W T P s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  5 . 5  
a n d  6 . 6  p g ~ - ' .  
Q u i n t a n a  e t  a l .  [ 7 8 ]  r e p o r t  a  p r o c e d u r e  f o r  t h e  e s t i m a t i o n  o f  n a t u r a l  a n d  s y n t h e t i c  
e s t r o g e n s  i n  w a s t e  w a t e r .  T h e y  c o n d i t i o n e d  O a s i s  H L B  c a r t r i d g e s  w i t h  e t h y l  a c e t a t e ,  
m e t h a n o l  a n d  w a t e r  a n d  u s e d  t h e m  t o  e x t r a c t  1 0 0 0  m L  o f  w a s t e  w a t e r  a t  a  f l o w  r a t e  o f  
1 5 - 2 0  m ~ m i n - ' .  A f t e r  e x t r a c t i o n  t h e  c a r t r i d g e s  w e r e  d r i e d  f o r  3 0  m i n  a n d  t h e n  e l u t e d  
w i t h  3  m L  e t h y l  a c e t a t e .  A n a l y t e s  i n  t h e  r e s u l t i n g  e x t r a c t s  w e r e  d e r i v a t i s e d  a n d  t h e n  
q u a n t i f i e d  b y  G C - M S .  A  m e t h o d  d e t e c t i o n  l i m i t  ( M D L )  o f  2  n g L - '  f o r  e s t r a d i o l  a n d  3  
n g ~ - '  f o r  e t h y n y l e s t r a d i o l  i s  r e p o r t e d .  W h e n  t h e  m e t h o d  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  i n f l u e n t  o f  
a  s e w a g e  w a t e r  t r e a t m e n t  p l a n t  ( S W T P )  e t h y n y l e s t r a d i o l  w a s  n o t  d e t e c t e d  b u t  
e s t r a d i o l  w a s  d e t e c t e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 3 . 1  n g L - ' .  
I n  t h i s  r e p o r t  [ 7 8 ]  t h e  a u t h o r s  r e c a l l  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  p r e v i o u s  w o r k e r s  t h a t ,  t h o u g h  
t h e  e x t r a c t i o n  o f  e s t r o g e n s  i s  f a v o u r e d  b y  a  l o w  p H  s u c h  c o n d i t i o n s  f a c i l i t a t e  t h e  
e x t r a c t i o n  o f  h u m i c  a c i d s  f r o m  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  b y  r e v e r s e d  p h a s e  ( R P )  
s o r b e n t s  y i e l d i n g  e x t e n s i v e l y  c o n t a m i n a t e d  s a m p l e s .  T h e  i n f l u e n c e  o f  p H  o n  t h e  
r e c o v e r y  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  w a s  i n v e s t i g a t e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  r e c o v e r y  r a t e  
w a s  s i m i l a r  a t  p H  2 ,  6  a n d  8 .  H e n c e  t h e y  r e c o m m e n d e d  e x t r a c t i o n  w i t h o u t  p H  
a d j u s t m e n t .  
T h e y  a l s o  i n v e s t i g a t e d  t h e  b r e a k t h r o u g h  o f  t h e  a n a l y t e s  b y  c o u p l i n g  t w o  c a r t r i d g e s  i n  
s e r i e s .  A f t e r  e x t r a c t i n g  d i f f e r e n t  s a m p l e  v o l u m e s  t h e y  i n v e s t i g a t e d  t h e  a n a l y t e s  
r e t a i n e d  b y  e a c h .  A n a l y t e s  w e r e  n o t  d e t e c t e d  i n  t h e  s e c o n d  c a r t r i d g e  e v e n  a f t e r  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  2  L  o f  M i l l i - Q  w a t e r ,  r i v e r  w a t e r  o r  s e w a g e  e f f l u e n t  s p i k e d  w i t h  t h e  
h o r m o n e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5  n g ~ - '  t h o u g h  i n  t h e  l a t t e r  c a s e  b l o c k a g e  o f  t h e  
c a r t r i d g e s  o c c u r r e d  a f t e r  a b o u t  1 5 0 0  m L  o f  s a m p l e  h a d  p a s s e d  t h r o u g h .  
D e  A l d a  a n d  B a r c e l o  [ 7 9 ]  h a v e  r e p o r t e d  t h e  %  r e c o v e r y  o f  s e v e r a l  s t e r o i d  s e x  
h o r m o n e s  u s i n g  t h r e e  d i f f e r e n t  r e v e r s e d  p h a s e  ( R P )  s o r b e n t s .  I n  e a c h  c a s e  t h e  
c a r t r i d g e s  w e r e  c o n d i t i o n e d  w i t h  7  m L  a c e t o n i t r i l e ,  5  m L  o f  m e t h a n o l  a n d  5  m L  o f  
w a t e r .  F i l t r a t i o n  t h r o u g h  g l a s s  f i b r e  f i l t e r s  ( 0 . 4 5  ~ m )  o f  t h e  w a s t e  w a t e r  s a m p l e s  p r i o r  
t o  e x t r a c t i o n  w a s  c o n s i d e r e d  e s s e n t i a l .  C o n s i d e r i n g  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  n e e d e d  f o r  t h e  
f i l t r a t i o n  5 0 0  m L  s a m p l e  v o l u m e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  s a t i s f a c t o r y .  A f t e r  
l o a d i n g ,  t h e  s o r b e n t s  w e r e  d r i e d  f o r  2 0 - 3 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  e l u t e d  w i t h  2 x 5  m L  
a c e t o n i t r i l e .  T h i s  w a s  f o u n d  t o  b e  a  m o r e  e f f e c t i v e  e l u a n t  t h a n  D C M  o r  m e t h a n o l .  T h e  
e x t r a c t s  w e r e  b l o w n  d o w n  t o  d r y n e s s  w i t h  n i t r o g e n  g a s  a n d  t h e n  r e c o n s t i t u t e d  t o  0 . 5  
r n L  w i t h  m e t h a n o l .  
I n  t h e  e x t r a c t i o n  o f  s e v e r a l  a n a l y t e s  t h a t  i n c l u d e d  e s t r a d i o l  a n d  e t h y n y l e s t r a d i o l  f r o m  
d i s t i l l e d  w a t e r  s p i k e d  w i t h  e a c h  a n a l y t e  a t  1 0  p g ~ - '  t h e  t h r e e  s o r b e n t s ,  I s o l u t e  E N V ,  
L i C h r o l u t  E N  a n d  L i C h r o l u t  R P - 1 8  e x h i b i t e d  s i m i l a r  r e t e n t i o n  b e h a v i o u r  t o w a r d s  a l l  
a n a l y t e s  b u t  e s t r i o l .  
A h r e r ,  S c h e r w e n k  a n d  B u c h b e r g e r  [ 8 0 ]  h a v e  r e p o r t e d  a  m e t h o d  f o r  t h e  e s t i m a t i o n  o f  
d r u g  r e s i d u e s ,  i n c l u d i n g  i b u p r o f e n ,  i n  w a t e r .  T h e  o p t i m i s e d  S P E  p r o c e d u r e  i n v o l v e d  
c o n d i t i o n i n g  5 0 0  m g  B o n d e s i l  O D s  i n  6  m L  c a r t r i d g e s  w i t h  a c e t o n e ,  m e t h a n o l  a n d  
w a t e r  a t  p H  2  a n d  u s i n g  t h e m  t o  e x t r a c t  5 0 0  m L  o f  w a t e r  t h a t  h a d  b e e n  a d j u s t e d  t o  p H  
2  w i t h  s u l p h u r i c  a c i d .  T h e  f l o w  o f  t h e  s a m p l e  t h r o u g h  t h e  c a r t r i d g e  w a s  a t  a b o u t  1 0  
m ~ m i n - ' .  A f t e r  l o a d i n g ,  t h e  c a r t r i d g e s  w e r e  d r i e d  f o r  3 0  m i n  a n d  t h e n  t h e  a d s o r b e d  
a n a l y t e s  w e r e  e l u t e d  w i t h  2  m L  o f  m e t h a n o l .  T h e s e  e x t r a c t s  w e r e  r e d u c e d  t o  d r y n e s s  
w i t h  n i t r o g e n  g a s  a n d  t h e n  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  m e t h a n o l  a n d  a n a l y s e d  w i t h  L C - M S  o r  
C E - M S .  B a s e d  o n  t h e  a v e r a g e  r e c o v e r y  o f  n i n e  d r u g s  t h e  s o r b e n t  B o n d e s i l  O D s  w a s  
f o u n d  t o  b e  s u p e r i o r  t o  f o u r  o t h e r  s o r b e n t s  t h a t  i n c l u d e d  O a s i s  H L B .  T h e  i n f l u e n c e  o f  
s a m p l e  p H  w a s  c h e c k e d  a n d  i t  w a s  f o u n d  t h a t  p H  2  g a v e  a  b e t t e r  r e c o v e r y  t h a n  p H  
5 . 5  o r  p H  8 . 5 .  
T h e  i m p o r t a n c e  o f  s i l a n i s i n g  a l l  g l a s s w a r e  w a s  e m p h a s i s e d  a s  t h i s  p r e v e n t s  a d s o r p t i o n  
o f  a n a l y t e s  w h i c h  w o u l d  o t h e r w i s e  c o n s i d e r a b l y  r e d u c e  t h e  %  r e c o v e r y .  A  r e c o v e r y  
r a t e  o f  9 0 . 2 %  f o r  i b u p r o f e n  i s  r e p o r t e d  a n d  a  M D L  o f  0 . 6  n g ~ - '  w h e n  a n a l y s e d  b y  
H P L C - M S .  
K o s j e k  e t  a l .  [ 8 1 ]  h a v e  r e p o r t e d  a n  a n a l y t i c a l  p r o c e d u r e  t h a t  c a n  b e  u s e d  t o  e s t i m a t e  
c o m m o n  n o n - s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m m a t o r y  d r u g s  ( N S A I D ) ,  i n c l u d i n g  i b u p r o f e n ,  i n  
w a s t e  w a t e r s .  T h e i r  m e t h o d  i n v o l v e d  f i l t e r i n g  1  L  s a m p l e s  w i t h  0 . 4 5  p m  f i l t e r s ,  
a c i d i f i c a t i o n  t o  p H  2 . 6  a n d  e x t r a c t i o n  w i t h  S t r a t a - X  ( 6 0  m g ,  3  m L )  c a r t r i d g e s  t h a t  h a d  
b e e n  c o n d i t i o n e d  w i t h  1 . 5  m L  m e t h a n o l  a n d  1 . 5  m L  w a t e r  a c i d i f i e d  t o  p H  2 . 6 .  A f t e r  
e x t r a c t i o n  t h e  c a r t r i d g e s  w e r e  d r i e d  f o r  1  r n i n  a n d  t h e  a d s o r b e d  a n a l y t e s  w e r e  e l u t e d  
w i t h  3 x 0 . 5  m L  m e t h a n o l .  T h e  r e s u l t i n g  e x t r a c t  w a s  b r o u g h t  t o  d r y n e s s  w i t h  n i t r o g e n  
g a s  a n d  t h e n  r e c o n s t i t u t e d .  T h e  c o n t a i n e d  a n a l y t e s  w e r e  d e r i v a t i s e d  a n d  a n a l y s e d  b y  
G C - M S .  U s i n g  t h i s  m e t h o d  t h e  %  e x t r a c t i o n  o f  i b u p r o f e n  w a s  r e p o r t e d  a t  8 4 . 2  a n d  
9  1 . 9  d e p e n d i n g  o n  t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  l o a d i n g  s o l u t i o n  a n d  t h e  L O Q  o f  t h e  
m e t h o d  ( f o r  i b u p r o f e n )  w a s  1 . 9 6  n g L - '  .  
C a s t i g l i o n i  e t  a l .  [ 8 2 ]  r e p o r t  a  m e t h o d  d e v e l o p e d  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  e s t i m a t i o n  o f  
3 0  p h a r m a c e u t i c a l s  b e l o n g i n g  t o  v a r i o u s  t h e r a p e u t i c  c a t e g o r i e s  i n  u r b a n  w a s t e  w a t e r .  
A m o n g s t  t h e  p h a r m a c e u t i c a l s  c o n s i d e r e d  w e r e  e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l  a n d  
i b u p r o f e n .  T h e  m e t h o d  u t i l i s e d  t h e  S P E  s o r b e n t  O a s i s  M C X  ( p o l y - d i v i n y l b e n z e n e - c o -  
N - v i n y l p y r r o l i d o n e  w i t h  s u l p h o n i c  a c i d  g r o u p s  o n  t h e  s u r f a c e )  t h a t  h a d  b e e n  
c o n d i t i o n e d  w i t h  6  m L  m e t h a n o l ,  3  m L  w a t e r  a n d  3  m L  w a t e r  a t  p H  2 .  
S a m p l e s  ( 5 0 0  m L )  w e r e  e x t r a c t e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  2 0  m ~ m i n - ' .  A f t e r  l o a d i n g ,  t h e  
s o r b e n t  w a s  d r i e d  f o r  5  r n i n  a n d  t h e n  e l u t e d  w i t h  2  m L  m e t h a n o l ,  2  m L  2 %  a m m o n i a  
s o l u t i o n  i n  m e t h a n o l  a n d  2  m L  0 . 2 %  s o d i u m  h y d r o x i d e  i n  m e t h a n o l .  S u b s e q u e n t l y  t h e  
e x t r a c t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  H P L C - M S .  U s i n g  t h i s  m e t h o d  r e c o v e r y  r a t e s  o f  9 2 %  
( e s t r a d i o l ) ,  8 1 %  ( e t h y n y l e s t r a d i o l )  a n d  9 1 %  ( i b u p r o f e n )  a n d  L O Q  o f  t h e  m e t h o d  o f  
5 . 2  n g ~ - '  ( e s t r a d i o l ) ,  4 . 6  n g ~ - '  ( e t h y n y l e s t r a d i o l )  a n d  1 . 3 8  n g ~ - '  ( i b u p r o f e n )  w e r e  
r e p o r t e d .  
W h e n  t h e  m e t h o d  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  e f f l u e n t  o f  s e v e r a l  I t a l i a n  S T P s  a  n u m b e r  o f  
p h a r m a c e u t i c a l s  w e r e  d e t e c t e d ,  s o m e  i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o v e r  2 0 0 0  n g L - " .  H o w e v e r ,  
n e i t h e r  e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l  n o r  i b u p r o f e n  w e r e  d e t e c t e d .  
1 . 3  S a m p l i n g  p r o c e d u r e s  
T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a n t h r o p o g e n i c  p o l l u t a n t s  w i t h i n  a  w a t e r w a y ,  ( r i v e r ,  l a k e  o r  s e a )  i s  
a  p h e n o m e n o n  t h a t  m a y  b e  c o n s i s t e n t  t h r o u g h o u t  t h e  w a t e r w a y  o r  i t  m a y  m a n i f e s t  
d e f i n i t e  l o c a l  v a r i a t i o n s .  
I n  t h e  f o r m e r  c a s e  t h e  p o l l u t i o n  m i g h t  b e  t h e  p e r s i s t e n t  l e g a c y  o f  a  b y g o n e  i n c i d e n t ,  
e . g .  t h e  p r e s e n c e  o f  d i f o c o l  i n  L a k e  A p o k p o ,  F l o r i d a .  T h e  l a t t e r  s i t u a t i o n  w i l l  u s u a l l y  
a r i s e  w h e n  t h e r e  i s  a  s o u r c e ,  e . g .  o u t f a l l  f r o m  a  W W T P  o r  a  f a c t o r y  d i s c h a r g e ,  t h a t  i s  
c o n s t a n t l y  a d d i n g  p o l l u t a n t s  t o  t h e  w a t e r w a y .  I n  t h i s  c a s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
p o l l u t a n t s  w i l l  b e  h i g h  i n  t h i s  i m m e d i a t e  n e i g h b o u r h o o d  b u t  w i l l  d i m i n i s h  
a p p r e c i a b l y ,  p e r h a p s  a p p r o a c h i n g  a  b a c k g r o u n d  l e v e l ,  a s  d i s t a n c e  f r o m  t h e  s o u r c e  
i n c r e a s e s .  
A  c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  w i l l  a r i s e  s p o n t a n e o u s l y  f r o m  t h e  p r o c e s s  o f  d i f f u s i o n ,  b u t  
t h i s  w i l l  b e  m a r k e d l y  i n f l u e n c e d  b y  s u c h  f a c t o r s  a s  r i v e r  f l o w ,  t i d a l  e f f e c t s ,  s u r f a c e  
e v a p o r a t i o n  a n d  a n y  b a r r i e r s ,  e i t h e r  n a t u r a l  o r  a r t i f i c i a l  t h a t  m a y  b e  p r e s e n t .  
I n  s o m e  c a s e s  a d s o r p t i o n  o f  t h e  p o l l u t a n t  t o  s e d i m e n t a r y  p a r t i c l e s  m a y  b e  e x t e n s i v e  
a n d  a n  e q u i l i b r i u m  m a y  e x i s t  b e t w e e n  s u c h  m o l e c u l e s  a n d  t h o s e  w i t h i n  t h e  a q u e o u s  
p h a s e .  
S a m p l i n g  s c h e m e s  f o r  s u c h  w a t e r w a y s  w i l l  s e e k  t o  a c h i e v e  a  s e t  o f  r e p r e s e n t a t i v e  
r e s u l t s  f r o m  w h i c h  u s e f u l  s t a t i s t i c s  m a y  b e  i n f e r r e d .  S u c h  s c h e m e s  m a y  i n v o l v e  t h e  
r a n d o m  s e l e c t i o n  o f  s a m p l i n g  s i t e s  o r  a  m o r e  d e l i b e r a t e  t a r g e t i n g  o f  c e r t a i n  s i t e s  b a s e d  
u p o n  e x t e n s i v e  a n d  i n t i m a t e  k n o w l e d g e  o f  t h e  a r e a ,  e . g .  R o b e r t s  a n d  T h o m a s  [ 8 3 ] ,  
i n v e s t i g a t i n g  t h e  o c c u r r e n c e  o f  p h a r m a c k u t i c a l  r e s i d u e s  i n  w a s t e w a t e r  e f f l u e n t  a n d  
s u r f a c e  w a t e r s  o f  t h e  l o w e r  T y n e  c a t c h m e n t  t a r g e t e d  s i x  s i t e s  a l o n g  t h e  e s t u a r y ,  
c h o o s i n g  s i t e s  t h a t  w o u l d  b e  a c c e s s i b l e  a t  l o w  a n d  a t  h i g h  t i d e s .  T h e y  c o l l e c t e d  
s a m p l e s  a t  e a c h  s i t e  a t  i n t e r v a l s  o f  2  h o u r s  o v e r  a  1 2  h o u r  p e r i o d  a n d  c o m b i n e d  t h e s e  
t o  g i v e  a  c o m p o s i t e  s a m p l e  f r o m  e a c h  s i t e .  B e c k  e t  a l .  [ 4 0 ]  i n  a  s t u d y  o f  e s t r o g e n i c  
p o l l u t i o n  o f  t h e  B a l t i c  S e a  b a s e d  t h e i r  s e l e c t i o n  o f  s a m p l i n g  s i t e s  o n  t h e  k n o w n  
p r e s e n c e  o f  f a u n a  t h a t  e x h i b i t e d  m o r p h o l o g i c a l  a n o m a l i e s  p r e s u m e d  t o  h a v e  b e e n  
c a u s e d  b y  s u c h  p o l l u t i o n .  S u c h  a  t a r g e t e d  a p p r o a c h  c a n  b e  d e s i g n e d  t o  b e  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  w a t e r w a y ,  h o w e v e r ,  i t  i s  a l w a y s  o p e n  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a n  
u n c o n s c i o u s  b i a s  i n  t h e  s i t e  s e l e c t i o n .  
A  r a n d o m  s e l e c t i o n  o f  s i t e s  i s  o n e  i n  w h i c h  e a c h  p o t e n t i a l  s i t e  h a s  a n  e q u a l  c h a n c e  o f  
b e i n g  s e l e c t e d .  T h i s  a p p r o a c h  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  a v o i d i n g  a n y  s y s t e m a t i c  b i a s  t h a t  
m i g h t  o t h e r w i s e  b e  p r e s e n t  i n  t h e  s e l e c t i o n ,  h o w e v e r  i t  d o e s  n o t ,  n e c e s s a r i l y ,  y i e l d  a  
r e p r e s e n t a t i v e  s e l e c t i o n  s c h e m e .  
R a n d o m  s a m p l i n g  o f  s u c h  a  w a t e r w a y  w o u l d  b e  a c h i e v e d  b y  i m p o s i n g  a  n u m b e r e d  
g r i d  o n  a  m a p  o f  t h e  w a t e r w a y ,  w r i t i n g  e a c h  n u m b e r  o n  i d e n t i c a l  s l i p s  o f  p a p e r  a n d  
d r a w i n g  a  d e f i n i t e  n u m b e r  o f  t h e s e  s l i p s  f r o m  a  h a t .  A l t e r n a t i v e l y ,  a  t a b l e  o f  r a n d o m  
n u m b e r s  m a y  b e  u s e d .  A  r u l e  o f  t h u m b  t h a t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  f o r  t h e  n u m b e r  o f  s i t e s  
t h a t  s h o u l d  b e  s e l e c t e d  i s  ($4') + 1 ,  w h e r e  N  =  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  p o t e n t i a l  s i t e s .  
1 . 4 :  A i m  a n d  o b j e c t i v e s  o f  t h e  p r o j e c t  
T h e  p r o j e c t  a i m e d  t o  i d e n t i f y  o n e  p o l l u t a n t  o f  e n v i r o n m e n t a l  w a t e r s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  w h i c h  m i g h t  b e  u s e d  a s  a n  i n d e x  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  o t h e r  a n t h r o p o g e n i c  
p o l l u t a n t s .  T o  a c h i e v e  t h i s  a i m  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  a p p r o a c h  t h e  f o l l o w i n g  o b j e c t i v e s :  
1. 
T o  s e l e c t  a  b o d y  o f  w a t e r ,  r i v e r ,  l a k e  o r  e s t u a r y ,  i n  a  p o p u l a t e d  a r e a  t h a t  
r e c e i v e s  t h e  w a s t e w a t e r  f r o m  t h i s  p o p u l a t i o n ,  e i t h e r  t r e a t e d  o r  u n t r e a t e d .  
2 .  T o  s e l e c t  a  s e t  o f  s a m p l i n g  s i t e s  t h a t  w o u l d  b e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  
s e l e c t e d  w a t e r  b o d y .  
3 .  T o  s e l e c t  a  n u m b e r  o f  a n t h r o p o g e n i c  m o l e c u l a r  m a r k e r s  a s  t a r g e t  
c o m p o u n d s .  
4 .  
T o  d e v e l o p  m e t h o d s  o f  e x t r a c t i n g ,  i d e n t i f y i n g  a n d  q u a n t i f y i n g  t h e s e  
m a r k e r  c o m p o u n d s  i n  a  m a t r i x  t h a t  w o u l d  b e  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  t h e  
c h o s e n  w a t e r  b o d y .  
5 .  
T o  a p p l y  t h e s e  m e t h o d s  t o  t h e  e x t r a c t i o n ,  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  
o f  t h e s e  c o m p o u n d s  i n  w a t e r  t a k e n  f r o m  e a c h  o f  t h e  s e l e c t e d  s a m p l i n g  
s i t e s .  
6 .  
T o  i d e n t i f y  a n y  r e l a t i o n s h i p  t h a t  m i g h t  e x i s t  b e t w e e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
t h e s e  a n t h r o p o g e n i c  p o l l u t a n t s  i n  s u c h  a  w a y  t h a t  o n e  p o l l u t a n t  m i g h t  b e  
i d e n t i f i e d  a s  a  p o s s i b l e  i n d e x  o f  o t h e r s .  
G e o g r a p h i c a l  b a c k g r o u n d  t o  t h e  p r o j e c t ,  d e v e l o p m e n t  
o f  a  s a m p l i n g  p l a n  a n d  s e l e c t i o n  o f  t a r g e t  c o m p o u n d s  
2 . 1 :  G e o g r a p h i c a l  b a c k g r o u n d  t o  t h e  p r o j e c t  
2 . 1 . 1 :  L o c a t i o n  o f  t h e  p r o j e c t  
T h e  D u b l i n  r e g i o n ,  c o m p r i s i n g  D u b l i n  C i t y  a n d  C o u n t y ,  i s  a n  i m p o r t a n t  l o c a t i o n  f o r  
m a n u f a c t u r i n g  i n  t h e  R e p u b l i c  o f  I r e l a n d ,  w i t h  1 2 7 3  m a n u f a c t u r i n g  c o m p a n i e s  
r e g i s t e r e d  i n  t h e  y e a r  2 0 0 0 ,  a c c o u n t i n g  f o r  2 8 %  o f  t h e  c o u n t r i e s  i n d u s t r i a l  o u t p u t .  
L e a d i n g  m a n u f a c t u r i n g  s e c t o r s  a r e  m e t a l  p r o d u c t s ,  e l e c t r o n i c s  a n d  e n g i n e e r i n g ,  
c h e m i c a l ,  r u b b e r  a n d  p l a s t i c s  p r o d u c t s  a n d  p a p e r  a n d  p u b l i s h i n g .  T h e  h i g h  g r o w t h  
s e c t o r s  h a v e  b e e n  i n  p a p e r ,  p a p e r  a n d  p u b l i s h i n g ,  e l e c t r o n i c s ,  p h a r m a c e u t i c a l s  a n d  
c h e m i c a l s  w i t h  t h e  t e x t i l e  i n d u s t r y  i n  d e c l i n e .  I n  t h e  y e a r  2 0 0 2  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  
p e o p l e  a t  w o r k  i n  m a n u f a c t u r i n g  i n d u s t r y  i n  t h e  D u b l i n  r e g i o n  w a s  5 4 4 1 2 .  I n  r e c e n t  
y e a r s  t h e  p h a r m a c e u t i c a l / c h e m i c a l  i n d u s t r y  h a s  b e c o m e  i n c r e a s i n g l y  i m p o r t a n t  i n  t h e  
D u b l i n  r e g i o n .  D o m i n a t e d  b y  m u l t i n a t i o n a l  c o m p a n i e s  i t  i s  m a i n l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  
m a n u f a c t u r e  a n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  r e s e a r c h  b a s e d  p h a r m a c e u t i c a l s ,  a d h e s i v e s ,  f i n e  
c h e m i c a l s  a n d  b u l k  c h e m i c a l s .  M a j o r  c o m p a n i e s  o p e r a t i n g  i n  t h e  D u b l i n  r e g i o n  
i n c l u d e  G l a x o - S m i t h  K l i n e ,  Y a m a n o u c h i  ( M u l h u d d a r t ) ,  O r g a n o n  ( S w o r d s ) ,  H e l s i n n  
C h e m i c a l s  ( M u l h u d d a r t ) ,  a n d  B r i s t o l  M y e r s  S q u i b b  ( S w o r d s ) .  P l a s t i c s  a r e  n o t  m a d e  i n  
I r e l a n d ,  h o w e v e r  t h e r e  i s  b l o w  m o u l d i n g ,  e x t r u s i o n  a n d  t h e r m o f o r m i n g  o f  b e t w e e n  
2 2 0 , 0 0 0  a n d  2 5 0 , 0 0 0  t o n n e s / a n n u m .  
S i x  m i l l i o n  v i s i t o r s  c o m e  t o  I r e l a n d  e a c h  y e a r  [ 8 4 ] ,  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  w h o m  c o m e  
t o  t h e  D u b l i n  r e g i o n .  I n  t h e  p e r i o d  1 9 9 6 - 2 0 0 2  t h e  p o p u l a t i o n  o f  D u b l i n  i n c r e a s e d  b y  
m o r e  t h a n  5 %  a n d  t h a t  o f  M e a t h  a n d  K i l d a r e  b y  o v e r  2 0 %  a n d  t h e  p o p u l a t i o n  o f  t h e  
R e p u b l i c  o f  I r e l a n d  r e a c h e d  4 , 0 0 0 , 0 0 0 .  
D u b l i n  B a y  c o m p r i s e s  a n  a r e a  o f  o v e r  8 0  s q u a r e  k i l o m e t e r s .  I t  l i e s  b e t w e e n  t h e  
L a t i t u d e s  5 3 0  1 6 '  a n d  53O 2 2 '  a n d  t h e  L o n g i t u d e s  06O 1 3 '  a n d  06O 0 2 ' .  I t  i s  b o u n d e d  t o  
t h e  n o r t h  b y  t h e  s u b u r b s  o f  C l o n t a r f ,  S u t t o n  a n d  H o w t h  a n d  t o  t h e  s o u t h  b y  B l a c k r o c k ,  
D u n  L a o g h a i r e  a n d  D a l k e y .  S e v e r a l  w a t e r w a y s  f l o w  i n t o  t h e  b a y  i n c l u d i n g  t h e  R i v e r  
L i f f e y ,  t h e  G r a n d  a n d  t h e  R o y a l  C a n a l s ,  t h e  R i v e r  T o l k a  a n d  t h e  R i v e r  D o d d e r .  
T h e r e  i s  a  m a j o r  w a s t e w a t e r  t r e a t m e n t  p l a n t  ( W W T P )  a t  R i n g s e n d  t h a t  a c c e p t s  s e w a g e  
a n d  w a s t e  w a t e r  f r o m  N o r t h  D u b l i n  a n d  f r o m  S o u t h  D u b l i n .  T r a d i t i o n a l l y  s l u d g e  f r o m  
t h i s  p l a n t  w a s  d u m p e d  a t  s e a  n e a r  H o w t h  H e a d  h o w e v e r  s i n c e  2 0 0 3  t h i s  s l u d g e  h a s  
b e e n  t r e a t e d  b y  s t e r i l i s a t i o n  a t  4 5 0 ° C  a n d  i s  n o w  m a r k e t e d  a s  f e r t i l i s e r .  T r e a t e d  w a t e r  
f r o m  t h e  R i n g s e n d  p l a n t  i s  r e t u r n e d  t o  t h e  s e a  j u s t  n o r t h  o f  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l .  T h i s  
w a l l  i s  a  r a m p a r t  b u i l t  i n  t h e  1 8 ~ ~  c e n t u r y  t o  p r e v e n t  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  s i l t  i n  t h e  
m o u t h  o f  t h e  r i v e r  L i f f e y  a n d  t h u s  e n s u r e  a c c e s s  t o  D u b l i n  p o r t .  I t  e x t e n d s  s e a w a r d s  a  
d i s t a n c e  o f  3  k m .  
2 . 1 . 2 :  S e l e c t i o n  o f  p o t e n t i a l  s a m p l i n g  s i t e s  
F i g u r e  2 . 1  i s  a n  e x t r a c t  o f  t h e  O r d n a n c e  S u r v e y  m a p  o f  t h e  D u b l i n  r e g i o n  ( S c a l e  
1 : 2 0 0 0 0 ,  5 0 m m  =  l k m ) .  A l o n g  t h e  c o a s t l i n e  f r o m  t h e  M a r t e l l o  T o w e r  j u s t  b e y o n d  
S u t t o n  t o  
S o r r e n t o  P o i n t ,  D a l k e y  t h e  e x i s t i n g  l k m  s q u a r e s  o n  t h i s  m a p  
w e r e  
s u b d i v i d e d  i n t o  f o u r  s q u a r e s  o f  a r e a  0 . 2 5  k m 2  a s  s h o w n  i n  t h i s  f i g u r e .  T h i s  y i e l d e d  
o v e r  1 1 2  p o t e n t i a l  s a m p l i n g  s i t e s .  S o m e  o f  t h e s e  s i t e s  w e r e  n e c e s s a r i l y  e x c l u d e d  f r o m  
c o n s i d e r a t i o n  s i n c e  a c c e s s  t o  t h e  s e a  o r  r i v e r  w a s  e i t h e r  d a n g e r o u s  o r  i n  p r i v a t e  
o w n e r s h i p .  
2 . 1 . 3 :  R a n d o m  s e l e c t i o n  o f  1 5  s a m p l i n g  s i t e s  
O n e  h u n d r e d  a n d  t w e l v e  s u i t a b l e  s a m p l i n g  s i t e s  w e r e  i d e n t i f i e d  a n d  n u m b e r e d .  A  
r a n d o m  s e l e c t i o n  o f  1 5  o f  t h e s e  s i t e s  w a s  m a d e  a s  f o l l o w s :  t h e  c o l u m n s  a n d  t h e  r o w s  
i n  a  t a b l e  o f  r a n d o m  n u m b e r s  w e r e  n u m b e r e d .  T w o  r a n d o m  n u m b e r s  w e r e  g e n e r a t e d  
b y  c a l c u l a t o r  t o  g i v e  a  s t a r t i n g  p o i n t  o n  t h e  t a b l e .  T h e  1 5  n u m b e r s  1 1  1 2  w e r e  t h e n  
s e l e c t e d  b y  p r o c e e d i n g  s e q u e n t i a l l y  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  o f  n u m b e r s .  
T h e  s i t e s  t h a t  w e r e  s e l e c t e d  i n  t h i s  w a y  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  2 . 1  w i t h  g r i d  r e f e r e n c e s  a n d  
a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 1 .  
2 . 1 . 4 :  P h o t o g r a p h s  o f  t h e  s a m p l i n g  s i t e s  
P h o t o g r a p h s  o f  t h e  s a m p l i n g  s i t e s  a r e  s h o w n  i n  P l a t e s  2 . 1  t o  2 . 1 4  
F i g u r e  2 . 1 :  M a p  o f  D u b l i n  B a y  s h o w i n g  1 1 2  p o t e n t i a l  s a m p l i n g  s i t e s  o f  w h i c h  1 5  
w e r e  r a n d o m l y  c h o s e n  f o r  t h e  c o l l e c t i o n  o f  t r i p l i c a t e  s a m p l e s .  E a c h  s a m p l i n g  s i t e  
m e a s u r e s  5 0 0 X  5 0 0  m 2 .  T h e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  s i t e s  a r e  o u t l i n e d  i n  r e d .  ( A  l a r g e r  
s c a l e  m a p  i s  s h o w n  i n s i d e  b a c k  c o v e r )  
2 . 1 . 5 :  S a m p l i n g  m o d e l  
T h e  m e a n  v a l u e s  o f  s t a t i s t i c s  o f  s a m p l e s  t a k e n  a t  r a n d o m  f r o m  t h e s e  s a m p l i n g  s i t e s  
w e r e  u s e d  t o  e s t i m a t e  t h o s e  s t a t i s t i c s  o f  t h e  w a t e r  a t  e a c h  s i t e .  T h r e e  2 . 7  L  s a m p l e s  
w e r e  t a k e n  a t  r a n d o m  f r o m  e a c h  s a m p l i n g  s i t e .  
T a b l e  2 . 1 :  L i s t  o f  s a m p l i n g  s i t e s ,  s i t e  n u m b e r s  a s  s h o w n  o n  m a p ,  F i g u r e  
2 . 1 ,  a n d  g r i d  r e f e r e n c e s  a s  d e f i n e d  b y  O r d i n a n c e  s u r v e y  m a p  ( 1 : 5 0 , 0 0 0 ) ,  
D i s c o v e r y  S e r i e s  5 0  
-  
S a m p l i n g  S i t e  S i t e  N u m b e r  G r i d  R e f e r e n c e  
S u t t o n  s t r a n d  5  0  2 6 2  3 9 1  
C a u s e w a y  ( n o r t h )  
C a u s e w a y  ( s o u t h )  
D o l l y m o u n t  s t r a n d  
B e h i n d  h o u s e  o n  B u l l  I s l a n d  
B r i d g e  t o  B u l l  I s l a n d  
S t a r t  o f  S o u t h  B u l l  W a l l  
H a l f  M o o n  S w i m m i n g  C l u b  ( n o r t h )  
S t r a n d  n e a r  S e a n  M o o r e  P a r k  
S t r a n d  n e a r  I r i s h t o w n  N a t u r e  P a r k  
M e r r i o n  S t r a n d  
W e s t  P i e r  ( D u n  L a o i g h a i r e )  
S a n d y c o v e  H a r b o u r  
B u l l o c k  H a r b o u r  
S o r r e n t o  P o i n t  ( p a r k  a t  j u n c t i o n  o f  
N e r a n o  R o a d  a n d  C o l i e m o r e  r o a d )  

P l a t e  2 . 3 :  S i t e  2 9 ,  S o u t h e r n  s i d e  o f  t h e  c a u s e w a y  t o  t h e  B u l l  I s l a n d ,  
D o l l y m o u n t  
-  
P l a t e  2 . 5 :  S i t e  4 0 ,  N o r t h e r n  s i d e  o f  t h e  b r i d g e  a c r o s s  t o  T h e  B u l l  
I s l a n d  
P l a t e  2 . 6 :  S i t e  5 0 ,  S o u t h e r n  s i d e  o f  t h e  b r i d g e  a c r o s s  t o  t h e  B u l l  I s l a n d  
P l a t e  2 . 8 :  S i t e  7 6 ,  B e a c h  j u s t  s o u t h  o f  t h e  P o o l b e g  E S b  p o w e r  
s t a t i o n ,  b o r d e r e d  b y  t h e  N a t u r e  R e s e r v e  
P l a t e  2 . 9 :  S i t e  8 2 ,  S a n d y m o u n t  S t r a n d  l o o k i n g  a c r o s s  
t o w a r d s  t h e  E S B  p o w e r  S t a t i o n  
P l a t e  2 . 1 U :  S i t e  9 1 ,  W e s t  P i e r ,  Y u n  L a o l g h a i r e  H a r b o u r  
P l a t e  2 . 1 1 :  S i t e  1 0 7 ,  S a n d y c o v e  H a r b o u r  
P l a t e  2 . 1 3 :  S i t e  1 1 2 ,  D a l k e y  I s l a n d ,  s e e n  f r o m  t h e  p a r k  a t  
S o r r e n t o  P o i n t  
P l a t e  2 . 1 4 :  P o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  t h e  W W T P  e f f l u e n t  i n t o  t h e  c o o l i n g  
w a t e r  f l o w i n g  f r o m  E S B  p o w e r  s t a t i o n ,  a n d  t h e n c e  i n t o  t h e  w a t e r  o f  
D u b l i n  B a y  
2 . 2  T a r g e t  c o m p o u n d s  
2 . 2 . 1 :  S e l e c t e d  t a r g e t  c o m p o u n d s  
T h e  m a r k e r  c o m p o u n d s  c h o s e n  w e r e ,  c a f f e i n e ,  e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  i b u p r o f e n  
m e t h y l p a r a b e n  a n d  4 - n o n y l p h e n o l .  
2 . 2 . 2 :  I n f o r m a t i o n  o n  t a r g e t  c o m p o u n d s  
2 . 2 . 2 . 1 :  C a f f e i n e  
C H ,  
F i g u r e  2 . 2 :  S t r u c t u r e  o f  c a f f e i n e  ( 1 , 3 , 7 - t r i m e t h y l x a n t h i n e )  
T h e  s t r u c t u r e  o f  c a f f e i n e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 2 .  T h i s  c o m p o u n d  i s  a  p l a n t  a l k a l o i d  f o u n d  
i n  t h e  b e a n s  a n d  i n  t h e  l e a v e s  o f  c e r t a i n  p l a n t s .  I n  t h e s e  p l a n t s  i t  a c t s  a s  a  n a t u r a l  
p e s t i c i d e ,  p a r a l y s i n g  a n d  k i l l i n g  a n y  i n s e c t s  t h a t  f e e d  u p o n  i t .  I n  h u m a n s  i t  a c t s  a s  a  
c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  s t i m u l a n t  a n d  i s  b e l i e v e d  t o  w a r d  o f f  s l e e p i n e s s .  I t s  w a t e r  
s o l u b i l i t y  i s  1 0 - 5 0  m g m ~ - '  a t  2 3  d e g r e e s  C e l s i u s .  I t s  l e t h a l  d o s e  f o r  r o d e n t s  ( L D S o )  i s  1 2 7  
m g k g - '  .  T h i s  c o m p a r e s  w i t h  a  L D s o  f o r  D D T  o f  1 3 5  m g k g - '  [ 6 0 ] .  I t  o c c u r s  n a t u r a l l y  i n  t e a  
a n d  i n  c o f f e e  a n d  i s  f o u n d  i n  s o m e  c a r b o n a t e d  d r i n k s ,  e . g .  C o c a  C o l a ,  R e d  B u l l .  I t  i s  
a v a i l a b l e  i n  t h e  f o r m  o f  p i l l s  a n d  i s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  s o m e  p h a r m a c e u t i c a l  p r e p a r a t i o n s ,  
e . g .  S o l p a d e i n e .  C a f f e i n e  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  w o r l d ' s  m o s t  p o p u l a r  p s y c h o a c t i v e  
s u b s t a n c e .  I n  t h e  h u m a n  b o d y  c a f f e i n e  i s  m e t a b o l i s e d  i n t o  t h e o b r o m i n e  ( 8 0 % ) ,  
p a r a x a n t h i n e  ( 1  1 % )  a n d  t h e o p h y l l i n e  ( 4 % )  [ 8 6 ] ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a b o u t  5 %  m a y  b e  
e x c r e t e d  a s  u n c h a n g e d  c a f f e i n e .  E a c h  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  i s  h r t h e r  m e t a b o l i s e d ,  t h e  
e v e n t u a l  p r o d u c t s  b e i n g  v a r i o u s  s u b s t i t u t e d  f o r m s  o f  u r i c  a c i d .  T h e r e  a r e  f r e q u e n t  r e p o r t s  
o f  c a f f e i n e  b e i n g  f o u n d  i n  e n v i r o n m e n t a l  w a t e r s ,  s e e  T a b l e  2 . 2 .  
T a b l e  2 . 2 :  R e p o r t e d  v a l u e s  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  C a f f e i n e  i n  e n v i r o n m e n t a l  
m a t r i c e s  
-5 [Comryc) C h G m m ~ C p  w = l w  
R i v e r  w a t e r  ( H o l l a n d )  5 4 0  n & '  1 3  
2 . 2 . 2 . 2 :  M e t h y l p a r a b e n  
F i g u r e  2 . 3 :  S t r u c t u r e  o f  m e t h y l p a r a b e n  
P a r a b e n s  a r e  t h e  e s t e r s  o f  p - h y d r o x y b e n z o i c  a c i d .  T h e y  c o n s t i t u t e  a n  h o m o l o g o u s  
s e r i e s .  F i g u r e  2 . 3  s h o w s  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  l o w e s t  m e m b e r  o f  t h e  s e r i e s ,  
m e t h y l p a r a b e n .  O t h e r  m e m b e r s  a r e  m e t h y l ,  e t h y l ,  p r o p y l  e t c .  p - h y d r o x y b e n z o i c  a c i d .  
T h e y  a r e  e f f e c t i v e  a n t i m i c r o b i a l  a g e n t s ,  b e i n g  p a r t i c u l a r l y  e f f e c t i v e  a g a i n s t  m o u l d s  
a n d  y e a s t s .  T h e y  a r e  u s e d  i n  t h e  p r e s e r v a t i o n  o f  c e r t a i n  f o o d s ,  c o s m e t i c s  a n d  
p h a r m a c e u t i c a l  p r e p a r a t i o n s .  T h e  a n t i m i c r o b i a l  a c t i v i t y  i n c r e a s e s  a s  t h e  c h a i n  l e n g t h  
o f  t h e  e s t e r  g r o u p  i n c r e a s e s ,  h o w e v e r ,  s o l u b i l i t y  d e c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  c h a i n  
l e n g t h  s o  t h e  l o w e r  e s t e r s  t e n d  t o  b e  t h e  o n e s  m o s t  f r e q u e n t l y  u s e d .  
M e t h y l p a r a b e n  h a s  a  w a t e r  s o l u b i l i t y  0 . 2 5  g 1 1 0 0  m L .  I t  i s  r e a d i l y  a n d  c o m p l e t e l y  
a b s o r b e d  t h r o u g h  t h e  s k i n  a n d  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t .  W i t h i n  t h e  b o d y  i t  i s  
h y d r o l y s e d  t o  p - h y d r o x y b e n z o i c  a c i d ,  c o n j u g a t e d  a n d  t h e  c o n j u g a t e s  a r e  r a p i d l y  
e x c r e t e d  i n  t h e  u r i n e .  I n  s t u d i e s  w i t h  r a t s ,  r a b b i t s ,  d o g s  a n d  c a t s  t h e  m a j o r  m e t a b o l i t e s  
d e t e c t e d  i n  t h e  u r i n e  w e r e  p - h y d r o x y b e n z o i c  a c i d ,  a n d  t h e  g l y c i n e ,  g l u c o r o n i c  a c i d  
a n d  s u l p h u r i c  a c i d  c o n j u g a t e s  o f  p - h y d r o x y b e n z o i c  a c i d .  T h e  p a r e n t  c o m p o u n d  w a s  
n o t  d e t e c t e d  i n  t h e  u r i n e  [ 8 7 ] .  M e t h y l p a r a b e n  h a s  b e e n  u s e d  a s  a  p r e s e r v a t i v e  i n  f o o d  
a n d  c o s m e t i c s  f o r  o v e r  5 0  y e a r s  a n d  i n  p h a r m a c e u t i c a l  f o r m u l a t i o n s  f o r  e v e n  l o n g e r .  
A  v a r i e t y  o f  t e s t s  o v e r  m a n y  y e a r s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  m e t h y l p a r a b e n  i s  n o n - t o x i c  
e i t h e r  b y  i n g e s t i o n  o r  t h r o u g h  s k i n  c o n t a c t  [ 8 7 ] .  
T h e  t y p e s  o f  f o o d s t u f f s  t h a t  m a y  c o n t a i n  m e t h y l p a r a b e n  i n c l u d e  f r o z e n  d a i r y  
p r o d u c t s ,  j a m s ,  j e l l i e s ,  p i c k l e s ,  p r o c e s s e d  f m i t s  a n d  v e g e t a b l e s ,  t o m a t o  p u l p  a n d  f r u i t  
j u i c e s .  
It has been claimed that methylparaben is the most frequently used preservative in 
cosmetics [87]. A is found in a wide variety of products including face and hand 
cream, lotions and moish~rizers, eye makeup products, hair conditioners and 
shampoos and in deodorants. 
Parabens were first employed as preservatives in pharmaceutica1 preparations in the 
1920s [87J. They are used in injections (0.065-0.25963, ophthalmic preparations 
(0.01 5-O.OS%}, oral solutions and suspensions (0.01 5-0.2%), topical preparations 
(0.02-0.3%) and vagina1 preparations (0.1-0.18%). 
Despite the widespread use of methylparabell, to the knowledge of the author, no 
research seems to have been carried out into its occurrence in environmental waters. 
2 . 2 . 2 . 3 :  I b u p r o f e n  
F i g u r e  2 . 4 :  S t r u c t u r e  o f  i b u p r o f e n  
I b u p r o f e n ,  ( F i g u r e  2 . 4 ) ,  i s  a  n o n - s t e r o i d a l  a n t i i n f l a m m a t o r y  d r u g  t h a t  w a s  d e v e l o p e d  
b y  B o o t s  i n  t h e  e a r l y  1 9 6 0 s .  I t  i s  m a r k e t e d  u n d e r  s e v e r a l  t r a d e n a m e s  i n c l u d i n g ,  
N u r o f e n  a n d  B r u f e n .  I t  i s  u s e d  t o  t r e a t  m i n o r  a c h e s  a n d  p a i n s  s u c h  a s  t o o t h a c h e ,  
b a c k a c h e  a n d  t h e  f e v e r  a n d  p a i n  t h a t  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  i n f l u e n z a .  I t  c a n  a l s o  b e  u s e d  
t o  a l l e v i a t e  t h e  p a i n  a s s o c i a t e d  w i t h  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  a n d  p r i m a r y  d y s m e n o r r h o e a .  
I t s  u s e  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a  l o w  i n c i d e n c e  o f  g a s t r o i n t e s t i n a l  a d v e r s e  d r u g  r e a c t i o n s .  
I t  i s  a v a i l a b l e  o n  p r e s c r i p t i o n  a n d  o v e r  t h e  c o u n t e r  ( O T C ) .  A l l  o f  t h e s e  c o n s i d e r a t i o n s  
m a k e  i b u p r o f e n  a  m o s t  w i d e l y  u s e d  d r u g .  T h e r e  a r e  f r e q u e n t  r e f e r e n c e s  t o  i t s  
o c c u r r e n c e  i n  e n v i r o n m e n t a l  w a t e r s  ( T a b l e  2 . 3 ) ,  i n c l u d i n g  r i v e r s  [ 3 0 ,  2 3 ,  1 6  , 1 4 1 ,  
e s t u a r i e s  [ 2 0 ,  8 3 1 ,  s e w a g e  [ 1 8 , 1 6 , 1 4 ]  a n d  s e a w a t e r  [ I S ] .  I n  a  s t u d y  o f  8 4  s t r e a m s  
a c r o s s  t h e  U S ,  K o l p i n  e t  a l .  [ 2 3 ]  r e p o r t e d  f i n d i n g  i b u p r o f e n  i n  9 . 4 %  o f  t h e  s a m p l e s  
w i t h  a  m a x i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 . 0  p g ~ - ' .  I n  s o m e  r e g i o n s  w i d e s p r e a d  p r e v a l e n c e  
o f  t h e  d r u g  i s  i n d i c a t e d  b y  a p p r e c i a b l e  c o n c e n t r a t i o n s  b e i n g  f o u n d  u p s t r e a m  o f  a  
S T W .  
T a b l e  2 . 3 :  R e p o r t e d  v a l u e s  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  I b u p r o f e n  i n  e n v i r o n m e n t a l  
m a t r i c e s  ( n g L F 1 )  
M a t i x l C o u n t r y  C o n c e n t r a t i o n  R e f e r e n c e  a n d  Y e a r  o f  
u p s -  
D b w m m a  
r n l  
S T W  E f f l u e n t  
W -  (1144 -  3 3 2 4 )  
C H o w d e n ,  r n  
*  T h i s  i s  a  m a x i m u m  v a l u e  i n  a  N a t i o n a l  R e c o n n a i s s a n c e .  
F i g u r e  2 . 5 :  S t r u c t u r e  o f  4 - n o n y l p h e n o l .  T e c h n i c a l  n o n y l p h e n o l  i n c l u d e s  
m o l e c u l e s  w i t h  d i f f e r e n t  i s o m e r i c  f o r m s  o f  t h e  n o n y l  g r o u p  
F i g u r e  2 . 5  s h o w s  a  s t r u c t u r a l  t y p e  f o r m u l a  f o r  t h e  c o m p o u n d  4 - n o n y l p h e n o l .  T h i s  i s  a  
r e f r a c t o r y  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t  o f  n o n - i o n i c  s u r f a c t a n t s  t h a t  h a v e  b e e n  s y n t h e s i z e d  b y  
t h e  a c t i o n  o f  e t h y l e n e  o x i d e  o n  t h e  p h e n o l .  T h e s e  s u r f a c t a n t s  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  
n o n y l p h e n o l  p o l y e t h o x y l a t e s  a n d  h a v e  t h e  g e n e r a l  f o r m u l a  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 6 .  
F i g u r e  2 . 6 :  S t r u c t u r e  o f  n o n y l p h e n o l  p o l y e t h o x y l a t e s .  F o r  i n d u s t r i a l  s u r f a c t a n t s  
n  i s  u s u a l l y  9  o r  1 0  
T h e  n o n y l  g r o u p  m a y  b e  a n y  o n e  o f  s e v e r a l  d i f f e r e n t  i s o m e r s .  T e c h n i c a l  4 -  
n o n y l p h e n o l  i s  a  m i x t u r e  o f  s e v e r a l  i s o m e r s .  N o n y l p h e n o l  p o l y e t h o x y l a t e  s u r f a c t a n t s  
h a v e  b e e n  i n  u s e  i n  t h e  U K  s i n c e  a b o u t  1 9 4 4 .  I n  m o r e  r e c e n t  y e a r s  c o n c e r n  h a s  b e e n  
e x p r e s s e d  r e g a r d i n g  t h e  a f f e c t  t h a t  t h e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  o f  t h e s e  m a t e r i a l s  m i g h t  
h a v e  o n  w i l d l i f e  b e c a u s e  o f  t h e i r  e n d o c r i n e  d i s r u p t i n g  p o t e n t i a l .  T h o u g h  t h e i r  u s e  i n  
d o m e s t i c  c l e a n i n g  m a t e r i a l s  c o n t i n u e s  i n  c e r t a i n  c o u n t r i e s ,  e . g .  T a i w a n  [ 8 8 ] ,  
l e g i s l a t i o n  p r o h i b i t s  t h e i r  u s e  f o r  s u c h  p u r p o s e s  i n  E u r o p e .  C u r r e n t l y  n e i t h e r  P r o c t o r  
a n d  G a m b l e ,  U n i l e v e r  n o r  J o h n s o n  a n d  J o h n s o n  u s e  t h e s e  m a t e r i a l s  i n  t h e i r  p r o d u c t s ,  
t h o u g h  P r o c t o r  a n d  G a m b l e  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  a r e  s o m e  c o s m e t i c  p r o d u c t s  
f r o m  w h i c h  t h e  c o m p l e t e  e l i m i n a t i o n  o f  n o n y l p h e n o l  i s  p r o v i n g  d i f f i c u l t  
( h t t p : / / w w w . p g p e r s p e c t i v e s . c o m ) .  
I n  S T W s  a l k y l  p h e n o l s  a r e  d e g r a d e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  m i c r o - o r g a n i s m s ,  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  2 . 7 ,  s u c c e s s i v e l y  l o s i n g  e t h o x y  g r o u p s .  I n  c o n t r a s t  w i t h  t h e  p a r e n t  s u r f a c t a n t ,  
t h e  f r e e  p h e n o l  i s  c l a s s i f i e d  a s  a n  e n d o c r i n e  d i s r u p t o r .  
H N C 9 e + C - C - O f  C - C - O H  
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I  
P r o g r e s s i v e  s h o r t e n i n g  o f  t h e  e t h o x y l a t e  c h a i n .  
F i g u r e  2 . 7 :  D i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  p o l y e t h o x y l a t e  
s u r f a c t a n t  m o l e c u l e s  e f f e c t e d  b y  m i c r o b i a l  a c t i v i t y  i n  S T W s  
T h o u g h  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  4 - n o n y l p h e n o l  s h o w s  p r e f e r e n t i a l  p a r t i t i o n i n g  t o  t h e  
s u s p e n d e d  s o l i d  p h a s e  [ 4 4 ]  i t  h a s  b e e n  f o u n d  i n  e n v i r o n m e n t a l  w a t e r s  i n c l u d i n g  
e s t u a r i e s  a n d  s e a w a t e r .  T a b l e  2 . 4  s u m m a r i z e s  s o m e  r e s u l t s  t h a t  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  
t h e  l i t e r a t u r e .  
T a b l e  2 . 4 :  R e p o r t e d  v a l u e s  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  N o n y l p h e n o l  i n  
e n v i r o n m e n t a l  m a t r i c e s  
M a t r i x  ( C o u t q )  C o n c e n t r a t i o n  R e f e r e n c e  
S u r f a c e  W a t e r  ( ~ 1 1 0  - 4 1 0 0 )  n g ~ "  4  J  
( H o l l a n d )  
R i v e r  W a t e r  ( U K ]  
S e w a g e  ( U K )  
S t r e a m s  ( U S A )  2 3  
T h i s  i s  a  m a x i m u m  v a l u e  i n  a  N a t i o n a l  r e c o n n a i s s a n c e .  
2 . 2 . 2 . 5 :  E t h y n y l e s t r a d i o l  
F i g u r e  2 . 8 :  S t r u c t u r e  o f  t h e  s e m i - s y n t h e t i c  e s t r o g e n ,  e t h y n y l e s t r a d i o l .  
T h e  s e m i - s y n t h e t i c  e s t r o g e n ,  e t h y n y l e s t r a d i o l  ( F i g u r e  2 . 8 ) ,  w a s  f i r s t  s y n t h e s i z e d  i n  
1 9 3 8  b y  I n h o f f e n  a n d  H o h l w e g  [ 9 2 ] .  T h e  p r o p e r t i e s  o f  t h i s  c o m p o u n d  a r e  s i m i l a r  t o  
t h o s e  o f  t h e  n a t u r a l  e s t r o g e n ,  e s t r a d i o l ,  h o w e v e r ,  u n l i k e  t h i s  c o m p o u n d ,  i t  i s  n o t  
d e g r a d e d  b y  t h e  d i g e s t i v e  e n z y m e s  o f  t h e  a l i m e n t a r y  t r a c t .  T r a d i t i o n a l l y  c o n d i t i o n s  
a r i s i n g  f r o m  a n  e s t r o g e n  d e f i c i e n c y ,  s u c h  a s ,  a m e n h o r r e a  o r  t h e  s y m p t o m s  o f  
m e n o p a u s e ,  h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h  e s t r a d i o l  a d m i n i s t e r e d  o r a l l y  o r  b y  i n t r a - m u s c u l a r  
i n j e c t i o n .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  i t s  s u s c e p t i b i l i t y  t o  d i g e s t i o n ,  t h e  r e c o m m e n d e d  o r a l  
d o s e  w a s  n e c e s s a r i l y  a s  m u c h  a s  t e n  t i m e s  t h a t  o f  t h e  i n t r a - m u s c u l a r  i n j e c t i o n  [ 3 2 ] .  
T h e  a v a i l a b i l i t y  o f  e t h y n y l e s t r a d i o l  o f f e r e d  t o  m e d i c a l  p r a c t i t i o n e r s  t h e  o p p o r t u n i t y  o f  
t r e a t i n g  s u c h  c o n d i t i o n s  w i t h  a  l o w  d o s e  o f  a n  o r a l  f o r m u l a t i o n .  
D u r i n g  t h e  1 9 2 0 s  t h e  A u s t r i a n  p h y s i o l o g i s t ,  H a b e r l a n t ,  h a d  s h o w n  t h a t  i n f e r t i l i t y  i n  
r a b b i t s  c o u l d  b e  a c h i e v e d  b y  s u p p r e s s i n g  o v u l a t i o n  u s i n g  o v a r i a n  e x t r a c t s .  W h e n  
e s t r o n e  a n d  p r o g e s t e r o n e  w e r e  i s o l a t e d  i n  t h e  l a t e  1 9 2 0 s  a n d  i t  w a s  s h o w n  t h a t  t h e s e  
c o m p o u n d s  c o u l d  h a v e  t h e  e f f e c t  o f  s u p p r e s s i n g  o v u l a t i o n  i n  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  
e f f o r t s  w e r e  m a d e  t o  e x p l o i t  H a b e r l a n t ' s  i d e a s  f o r  t h e  p u r p o s e  o f  d e v e l o p i n g  a n  o r a l  
c o n t r a c e p t i v e  f o r m u l a t i o n .  H o w e v e r ,  s i n c e  t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  r e a d i l y  d i g e s t e d  l i k e  
e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l  w a s  e v e n t u a l l y  s e l e c t e d  a s  a  c o m p o u n d  s u i t a b l e  f o r  t h i s  
p u r p o s e .  
I n i t i a l l y  e t h y n y l e s t r a d i o l  w a s  p r e p a r e d  f r o m  e s t r o n e  t h a t  h a d  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  t h e  
u r i n e  o f  p r e g n a n t  m a r e s .  S i n c e  t h e  a n t i c i p a t e d  d e m a n d  f o r  t h e  c o m p o u n d  w a s  g r e a t e r  
t h a n  c o u l d  b e  m e t  f r o m  t h i s  s o u r c e  a n  a l t e r n a t i v e  r a w  m a t e r i a l  w a s  n e e d e d .  R u s s e l l  E .  
M a r k e r  i s  c r e d i t e d  w i t h  t h e  d i s c o v e r y  o f  t h e  c o m p o u n d  d i o s g e n i n  i n  t h e  r o o t s  o f  
v a r i e t i e s  o f  D i o s c o r e a  t h a t  g r o w  w i l d  i n  s u c h  c o u n t r i e s  a s  M e x i c o  a n d  G u a t e m a l a .  
U s i n g  t h i s  c o m p o u n d  a s  t h e  r a w  m a t e r i a l  c h e m i s t s  w e r e  a b l e  t o  i n t r o d u c e  t h e  r e q u i r e d  
m o l e c u l a r  m o d i f i c a t i o n s  a n d  p r o d u c e  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  o f  t h e  s y n t h e t i c  e s t r o g e n ,  
e t h y n y l e s t r a d i o l .  M o s t  o r a l  c o n t r a c e p t i v e  f o r m u l a t i o n s  n o w  i n c l u d e  t h i s  c o m p o u n d .  
S i n c e  t h e  e a r l y  1 9 8 0 s  t h o s e  i n v o l v e d  i n  s u c h  r e s e a r c h  h a v e  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  o f  t h e  
o c c u r r e n c e  o f  e t h y n y l e s t r a d i o l  i n  e n v i r o n m e n t a l  w a t e r s .  F o r  t h i s  c o m p o u n d  t h e  
o c t a n o l l w a t e r  c o e f f i c i e n t  i s  s u c h  t h a t  s o r p t i o n  t o  s l u d g e  i s  e x p e c t e d  t o  r e m o v e  m u c h  
o f  t h e  c o m p o u n d  f r o m  t h e  a q u e o u s  p h a s e  ( l o g l o & ,  -  4 . 0 ) .  T a b l e  2 . 5  s u m m a r i z e s  
s o m e  o f  t h e  r e s u l t s  o f  s u c h  r e s e a r c h .  
T a b l e  2 . 5 :  R e p o r t e d  v a l u e s  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  e t h y n y l e s t r a d i o l  i n  
e n v i r o n m e n t a l  m a t r i c e s  
M a t r i x l C o u n t r y  C o n c e n t r a t i o n  R e f e r e n c e  a n d  y e a r  o f  
( n g ~ - ' )  p u b l i c a t i o n  
R i v e r  W a t e r  ( U K )  <  2 0 0  2 9  ( 1 9 8 5 )  
R i v e r  w a t e r  ( U K )  
S T P  e f f l u e n t  ( t h e  N e t h e r l a n d s )  
R a i n  w a t e r  
S u r f a c e  w a t e r  
S e a w a t e r  ( B a l t i c  S e a )  
R i v e r  s e d i m e n t  ( S p a i n )  
( n . d * .  -  2 2 . 8 )  4 2  ( 2 0 0 2 )  
R i v e r  w a t e r  ( I s r a e l )  ( 1 . 8  -  3 . 4 )  
2 5  ( 2 0 0 6 )  
S t r e a m s  ( U S A )  
8 3 1 '  
2 3  ( 2 0 0 2 )  
*  n . d .  N o t  d e t e c t e d .  +  T h i s  i s  a  m a x i m u m  v a l u e  i n  a  N a t i o n a l  R e c o n n a i s s a n c e .  
2 . 2 . 2 . 6 :  E s t r a d i o l  
F i g u r e  2 . 9 :  T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  e s t r o g e n ,  e s t r a d i o l .  
T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  e s t r o g e n ,  e s t r a d i o l ,  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 9 .  T h i s  h o r m o n e  i s  t h e  m a j o r  
s e c r e t o r y  p r o d u c t  o f  t h e  o v a r i e s ,  b e i n g  p r o d u c e d ,  i n  n o r m a l  w o m e n ,  a t  a  r a t e  t h a t  v a r i e s  
f r o m  5 0  t o  3 5 0 p g l d a y .  W i t h i n  o t h e r  o r g a n s  o f  t h e  b o d y  i t  c a n  b e  c o n v e r t e d  t o  e s t r o n e  a n d  
t o  e s t r i o l .  
T h e r a p e u t i c  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  c o m p o u n d  a r e  a v a i l a b l e  a n d  t h e s e  a r e  u s e d  t o  t r e a t  
c o n d i t i o n s  t h a t  a r i s e  f r o m  a  d e f i c i e n c y  o f  t h i s  h o r m o n e .  T o g e t h e r  w i t h  o t h e r  e s t r o g e n s  i t  
h a s  b e e n  c o n s i d e r e d  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  a  v a r i e t y  o f  e n d o c r i n e  d i s r u p t i v e  e f f e c t s  i n  
f r e s h w a t e r  a n d  i n  m a r i n e  f a u n a .  T a b l e  2 . 6  l i s t s  r e p o r t e d  v a l u e s  f o r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  
c o m p o u n d  i n  d i f f e r e n t  m a t r i c e s .  
T a b l e  2 . 6 :  R e p o r t e d  v a l u e s  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  e s t r a d i o l  i n  
e n v i r o n m e n t a l  m a t r i c e s  
M a t r i x  R m o r t e d  v a l u e s  R e f e r e n c e  
O c e a n  s e d i m e n t  0 . 9  n g g - '  9 3  
T r e a t e d  e f f l u e n t  1 4  n g L - '  9 3  
S e w a g e  o u t f a l l  1 4  -  1 7  n g ~ "  9  1  
S T P  e f f l u e n t  <  0 . 8  n g L ' l  4 1  
S e a w a t e r  <  0 . 3  n g L - '  4 0  
( B a l t i c )  
R i v e r  W a t e r  
0 . 9  -  1 . 2  n g L - l *  
*  T h i s  f i g u r e  r e p r e s e n t s  a  c o m b i n e d  v a l u e  f o r  e s t r o n e  a n d  e s t r a d i o l  
2 . 3 :  C o l l e c t i o n  o f  s a m p l e s  
E a c h  s i t e  w a s  s a m p l e d  b y  f i l l i n g  t h r e e  c l e a n e d  a n d  s i l y l i s e d  r e a g e n t  b o t t l e s  ( 2 . 7 7  L )  
w i t h  s e a w a t e r  f r o m  t h a t  s i t e .  T h e s e  t h r e e  b o t t l e s  o f  s e a w a t e r  f o r m e d  a  t r i p l i c a t e  s e t .  
T h e  c o n t e n t s  o f  e a c h  b o t t l e  w e r e  e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d  s e p a r a t e l y .  T h e  w a t e r  w a s  
c o l l e c t e d  i n  a  p o l y t h e n e  b u c k e t  a n d  t r a n s f e r r e d  i m m e d i a t e l y  t o  t h e  s i l y l i s e d  a m b e r  
r e a g e n t  b o t t l e s  f i t t e d  w i t h  t e f l o n  s c r e w  c a p s .  A s  t h e  b o t t l e s  w e r e  f i l l e d  c o m p l e t e l y  w i t h  
a q u e o u s  s a m p l e s  t h e  c a p s  w e r e  l e f t  l o o s e l y  i n  p o s i t i o n  w h i l e  t h e  b o t t l e s  w e r e  b e i n g  
t r a n s p o r t e d  t o  t h e  l a b o r a t o r y .  S c r e w i n g  t h e  c a p s  f i r m l y  i n e v i t a b l y  c a u s e d  t h e  b o t t l e s  t o  
b r e a k  a s  t h e  w a t e r  e x p a n d e d  w i t h  t h e  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  t e m p e r a t u r e  b r o u g h t  a b o u t  b y  
p l a c i n g  t h e  b o t t l e s  i n  a  c a r .  P r i o r  t o  t h e  c o l l e c t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  e a c h  b o t t l e  w a s  
r i n s e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  t a p  w a t e r  a n d  t h r e e  t i m e s  w i t h  M i l l i - Q  w a t e r .  A t  t h e  s a m p l i n g  
s i t e  e a c h  b o t t l e  w a s  r i n s e d  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  o f  w a t e r  t a k e n  f r o m  w h e r e  t h e  s a m p l e s  
w o u l d  b e  c o l l e c t e d .  
S i n c e  a l l  s a m p l e s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h i n  2 4  h o u r s  o f  c o l l e c t i o n  n o  m e t h o d s  o f  
p r e s e r v a t i o n  w e r e  c o n s i d e r e d  n e c e s s a r y .  
A p p r o p r i a t e  c a r e  w a s  t a k e n  t o w a r d s  p e r s o n a l  s a f e t y  w h e n  c o l l e c t i n g  a l l  s a m p l e s .  
2 . 4 :  S i l y l i s a t i o n  
S i l y l i s a t i o n  i s  a  p r o c e s s  t h a t  d e a c t i v a t e s  t h e  s u r f a c e  o f  g l a s s w a r e  a n d  t h u s  m i n i m i s e s  
t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a n a l y t e s  b e i n g  a d s o r b e d  t o  t h a t  s u r f a c e .  I t  w a s  a c h i e v e d  b y  f i r s t  
c l e a n i n g  t h e  g l a s s w a r e  w i t h  a q u e o u s  d e t e r g e n t  a n d  t h e n  t h o r o u g h l y  r i n s i n g  i t  w i t h  
w a t e r .  T h e  i n t e r i o r  o f  t h e  g l a s s  v e s s e l  w a s  t h e n  r i n s e d  w i t h  a  1 0 %  ( v l v )  s o l u t i o n  o f  
d i c h l o r o - d i m e t h y l s i l a n e  p r e p a r e d  i n  t o l u e n e .  F i n a l l y  t h e  v e s s e l  w a s  r i n s e d  w i t h  t o l u e n e  
a n d  t h e n  w i t h  m e t h a n o l .  
2 . 5 :  S a m p l i n g  C a m p a i g n s  
2 . 5 . 1 :  S a m p l e s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  e f f l u e n t  s t r e a m  o f  t h e  R i n g s e n d  W W T P  
T h e  e f f l u e n t  f r o m  t h e  R i n g s e n d  W W T P  e n t e r s  D u b l i n  b a y  a d j a c e n t  t o  t h e  P o o l b e g  
E S B  p o w e r  s t a t i o n .  T h e  e f f l u e n t  j o i n s  t h e  s t r e a m  o f  c o o l i n g  w a t e r  a f t e r  t h e  l a t t e r  h a s  
e x i t e d  f r o m  t h e  p o w e r  s t a t i o n  a n d  t h i s  m i x t u r e  e n t e r s  t h e  w a t e r  o f  D u b l i n  b a y  ( s e e  
P l a t e  2 . 1 4 ,  p . 5 2 ) .  S i x  2 . 7 7  L  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  a  p o i n t  j u s t  d o w n s t r e a m  o f  t h e  
p o s i t i o n  w h e r e  t h e  e f f l u e n t  j o i n s  t h e  s t r e a m  o f  c o o l i n g  w a t e r .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  
c o l l e c t e d  a n d  a n a l y s e d  i n  S e p t e m b e r  2 0 0 6 .  
2 . 5 . 2 :  A  p i l o t  s t u d y  
P r i o r  t o  s a m p l i n g  a n d  a n a l y s i s  o f  t h e  c o m p l e t e  s e t  o f  f i f t e e n  r a n d o m l y  s e l e c t e d  
s a m p l i n g  s i t e s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 . 1 ,  p .  4 4  a  p i l o t  s t u d y  o f  f i v e  o f  t h e s e  s i t e s  w a s  c a r r i e d  
o u t .  T h i s  w a s  d o n e  t o  g a i n  e x p e r i e n c e  i n  t h e  t e c h n i q u e s  n e e d e d  t o  c o l l e c t  t h e  s a m p l e s ,  
t r a n s p o r t  t h e m  t o  t h e  l a b o r a t o r y  a n d  t o  a p p l y  m e t h o d s  o f  e x t r a c t i o n  a n d  a n a l y s i s  t o  
t h e s e  s a m p l e s .  T h o u g h  t h e  m a i n  p u r p o s e  o f  t h e  p i l o t  s t u d y  w a s  t o  g a i n  e x p e r i e n c e  i n  
a c c e s s i n g  t h e  s a m p l i n g  s i t e s  a n d  i n  c o l l e c t i n g  a n d  t r a n s p o r t i n g  t h e  s a m p l e s  t h e  s i t e s  
s e l e c t e d  f o r  t h e  s t u d y  w e r e  c h o s e n  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n t u i t i v e  b e l i e f  t h a t ,  s i n c e  t h e  
e f f l u e n t  f r o m  t h e  W W T P  i s  d i s c h a r g e d  o n  t h e  n o r t h e r n  s i d e  o f  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l ,  
t h e r e  w o u l d  b e  a  d i f f e r e n c e  i n  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  s e a w a t e r  o n  e i t h e r  s i d e  o f  
t h i s  b a r r i e r .  
T h e  s i t e s  s e l e c t e d  f o r  t h e  p i l o t  s t u d y  w e r e  s i t e s  2 9 ,  4 0 ,  7 0 ,  9 1  a n d  1 0 7  ( s e e  F i g u r e  2 . 1  
p . 4 4 ) .  C o l l e c t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  f o r  t h e  p i l o t  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  A u g u s t  2 0 0 6 .  
2 . 5 . 3 :  T h e  m a i n  s a m p l i n g  c a m p a i g n  
T h e  m a i n  s a m p l i n g  c a m p a i g n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  a u t u m n  o f  2 0 0 6 .  T r i p l i c a t e  
s a m p l e s ,  l a b e l l e d  A ,  B  a n d  C ,  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  e a c h  s i t e .  E x c e p t  f o r  t h e  s a m p l e s  
c o l l e c t e d  f r o m  S i t e  9 1 ,  a l l  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  w i t h i n  2  h o u r s  o f  t h e  h i g h  t i d e .  A l l  
s a m p l e s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h i n  2 4  h o u r s  o f  c o l l e c t i o n .  T a b l e  2 . 7  d e t a i l s  t h e  d a t e s  o f  
e a c h  o f  t h e  c o l l e c t i o n s  a n d  t h e  p r e v a i l i n g  t i d a l  c o n d i t i o n s .  
T a b l e  2 . 7 :  D a t e s  a n d  p r e v a i l i n g  t i d a l  c o n d i t i o n s  f o r  c o l l e c t i o n  o f  
s a m p l e s  f o r  t h e  m a i n  s a m p l i n g  c a m p a i g n .  
S a m p l i n g  S i t e  S a m p l e s  C o l l e c t e d  D a t e  T i d e  c o n d i t i o n s  
5  5 A ,  5 B ,  5 C  
0 5 1 1  0 1 0 6  F a l l i n g  t i d e  
1 9  1 9 A ,  1 9 B ,  1 9 C  
1 0 1  1  0 1 0 6  R i s i n g  t i d e  
R i s i n g  t i d e  
F a l l i n g  t i d e  
F a l l i n g  t i d e  
F a l l i n g  t i d e  
R i s i n g  t i d e  
R i s i n g  t i d e  
R i s i n g  t i d e  
R i s i n g  t i d e  
R i s i n g  t i d e  
L o w  t i d e  
F a l l i n g  t i d e  
R i s i n g  t i d e  
1 1 2  1 1 2 A ,  1 1 2 B ,  1 1 2 C  1 6 1 1 0 1 0 6  R i s i n g  t i d e  
* A  t h i c k  a n d  e x t e n s i v e  l a y e r  o f  d e c a y i n g  v e g e t a t i o n  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
w a t e r  p r e v e n t e d  a c c e s s  t o  a  p o i n t  w h e r e  c l e a r  s e a  w a t e r  c o u l d  b e  c o l l e c t e d .  
T h e  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  p o i n t s  i n  S i t e  7 9  a s  c l o s e  a s  p o s s i b l e  t o  S i t e  
C h a n t e r  3  
S e l e c t i o n  o f  S P E  c a r t r i d g e s  s u i t a b l e  f o r  t h e  p r o j e c t  
a n d  d e s i g n  o f  g l a s s w a r e  s u i t a b l e  f o r  h a n d l i n g  u p  t o  
1 2  s a m p l e s  s i m u l t a n e o u s l y  
3 . 1  M a t e r i a l s  
T h e  c a f f e i n e ,  e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  i b u p r o f e n  a n d  n o n y l p h e n o l  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  
S i g m a - A l d r i c h .  T h e  m e t h y l p a r a b e n  w a s  f r o m  R i e d e l - d e - H a e n .  T h e  c a f f e i n e ,  
m e t h y l p a r a b e n  a n d  i b u p r o f e n  w e r e  o f  9 9 %  p u r i t y ,  t h e  e s t r a d i o l  a n d  e t h y n y l e s t r a d i o l  w e r e  
o f  9 8 %  p u r i t y .  T h e  n o n y l p h e n o l  w a s  t e c h n i c a l .  M e t h a n o l  a n d  a c e t o n i t r i l e  w e r e  H P L C  
g r a d e  a n d  t h e  w a t e r  w a s  d e i o n i s e d  u s i n g  a  M i l l i - Q  s y s t e m .  
3 . 2 :  S o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  o f  w a t e r  s a m p l e s  
P r e l i m i n a r y  r e q u i r e m e n t s  o f  t h e  p r o j e c t  w e r e  t o  s e l e c t  a  s o r b e n t l c a r t r i d g e  t h a t  w o u l d ,  
w i t h  s a t i s f a c t o r y  e f f i c i e n c y ,  e x t r a c t  t h e  s e l e c t e d  a n a l y t e s  f r o m  s e a w a t e r  a n d  t o  b u i l d  i t e m s  
o f  a p p a r a t u s  t h a t  w o u l d  f a c i l i t a t e  t h e  s i m u l t a n e o u s  e x t r a c t i o n  o f  1 2  e n v i r o n m e n t a l  
s a m p l e s  a n d  t h e  p r e p a r a t i o n ,  f r o m  t h e s e  e x t r a c t s ,  o f  s a m p l e s  t h a t  w o u l d  b e  s u i t a b l e  f o r  
H P L C  a n a l y s i s .  
3 . 3 :  S c r e e n i n g  o f  c a r t r i d g e s  
3 . 3 . 1 :  S e l e c t i o n  o f  c a r t r i d g e s  f o r  s c r e e n i n g  
S e v e n  d i f f e r e n t  c a r t r i d g e s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  t h e i r  e f f e c t i v e n e s s  i n  e x t r a c t i n g  t h e  a n a l y t e s ,  
c a f f e i n e ,  m e t h y l p a r a b e n ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  i b u p r o f e n  a n d  n o n y l p h e n o l  f r o m  1  m L  o f  a  
s t a n d a r d  s o l u t i o n  t h a t  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1 0  r n g ~ - '  o f  t h a t  a n a l y t e .  T h e  c a r t r i d g e s  
s c r e e n e d  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  3 . 1 .  
T a b l e  3 . 1 :  C a r t r i d g e s  s c r e e n e d  f o r  t h e i r  e f f e c t i v e n e s s  i n  e x t r a c t i n g  
a n a l y t e s  f r o m  1 m L  o f  a  s t a n d a r d  1 0  m g ~ - '  s o l u t i o n  
C a r t r i d g e  
-  -  
O a s i s  H L B  ( W a t e r s )  
S t r a t a - X  ( P h e n o m e n e x )  
B o n d  E l u t  P P L  ( V a r i a n )  
B o n d  E l u t  E N V  ( V a r i a n )  
A b s e l u t  N E X U S  ( V a r i a n )  
S t r a t a - X - C  ( P h e n o m e n e x )  
C  1  8  B o n d  E l u t  ( V a r i a n )  
D i m e n s i o n s  
3 . 3 . 2 :  C o n d i t i o n i n g  a n d  l o a d i n g  o f  c a r t r i d g e s  
F o l l o w i n g  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  b y  L i u  e t  a l .  [ 9  11 e a c h  c a r t r i d g e  w a s  c o n d i t i o n e d  w i t h  5  
m L  o f  e t h y l  a c e t a t e ,  f o l l o w e d  b y  5  m L  o f  m e t h a n o l  f o l l o w e d  b y  5  m L  o f  w a t e r .  A f t e r  
l o a d i n g ,  t h e  s o r b e n t  w a s  w a s h e d  w i t h  1  m L  o f  w a t e r  a n d  t h e n  t h e  a d s o r b e d  a n a l y t e  w a s  
e l u t e d  w i t h  2  m L  o f  e t h y l  a c e t a t e .  T h e  e x t r a c t  w a s  t h e n  b l o w n  d o w n  a l m o s t  t o  d r y n e s s  w i t h  
n i t r o g e n  g a s  a n d  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  1  m L  o f  a c e t o n i t r i l e .  T h e s e  e x t r a c t s  w e r e  t h e n  a n a l y s e d  
b y  H P L C  w i t h  U V  d e t e c t i o n  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  t h e  l o a d i n g  s o l u t i o n .  
3 . 3 . 3 :  H P L C  a n a l y s i s  o f  t h e  e x t r a c t s  
T h e  e x t r a c t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  H P L C  u s i n g  a  m o b i l e  p h a s e  o f  4 5 %  
A ~ e t o n i t r i l e / O . 2 % t r i e t h y l a m i n e ~ ~ ~  s o l u t i o n  a d j u s t e d  t o  p H  3 . 2  w i t h  o r t h o p h o s p h o r i c  a c i d .  
T h e  i n j e c t i o n  v o l u m e  w a s  2 0  p L  a n d  d e t e c t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  w a s  a t  2 2 0  n m .  E a c h  s a m p l e  
w a s  i n j e c t e d  t h r e e  t i m e s  a n d  t h e  m e a n  v a l u e  w a s  u s e d  i n  s u b s e q u e n t  c a l c u l a t i o n s .  A  v a l u e  
f o r  t h e  %  r e c o v e r y  w a s  e s t i m a t e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  t h e  m e a n  p e a k  a r e a  o f  t h e  e x t r a c t ,  w i t h  
t h e  m e a n  a r e a  o f  t h e  s t a n d a r d  s o l u t i o n  t h a t  h a d  b e e n  u s e d  t o  l o a d  t h e  c a r t r i d g e s ,  e a c h  
s a m p l e  b e i n g  i n j e c t e d  t h r e e  t i m e s .  T h e  r e s u l t s  ( m e a n  p e a k  a r e a s  a n d  %  r e c o v e r i e s )  a r e  
l i s t e d  i n  T a b l e  3 . 2 ( d )  -  ( e )  a n d  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e  3 . 1 .  
T a b l e  3 . 2 ( a ) :  M e a n  p e a k  a r e a s  a n d  %  r e c o v e r y  o f  c a f f e i n e  u s i n g  d i f f e r e n t  
c a r t r i d g e s  
I  M e a n j e a k  a r e a  
=(n =  3  i n j e c t i o n s )  
O/O R e c o v e r y  
-  
S t a n d a r d  
S o l u t i o n  C a f f e i n e  
O a s i s  H L B  
S t r a t a - X  
B o n d  E l u t  P P L  
B o n d  E l u t  E N V  
A b s e l u t  N E X U S  
S t r a t a - X - C  
T a b l e  3 . 2 ( b ) :  M e a n  p e a k  a r e a s  a n d  %  r e c o v e r y  o f  m e t h y l p a r a b e n  u s i n g  d i f f e r e n t  
c a r t r i d g e s  
- -  
-  
-  
M e a n  p e a k  a r e a  
( n  =  3  i n j e c t i o n s )  
%  R e c o v e r y  
S t a n d a r d  S o l u t i o n  
M e t h y l p a r a b e n  
O a s i s  H L B  
S t r a t a - X  
B o n d  E l u t  P P L  
B o n d  E l u t  E N V  
A b s e l u t  N E X U S  
S t r a t a - X - C  
T a b l e  3 . 2 ( c ) :  M e a n  p e a k  a r e a s  a n d  %  r e c o v e r y  o f  e t h y n y l e s t r a d i o l  u s i n g  d i f f e r e n t  
c a r t r i d g e s  
M e a n  p e a k  a r e a  
( n  =  3  i n j e c t i o n s ) ?  
- %  R e c o v e r y  
-  
-  
S t a n d a r d  S o l u t i o n  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
2 2 8 . 4  1 0 0  
O a s i s  H L B  
1 9 4 . 7  8 5 . 2  
S t r a t a - X  
2 0 6 . 9  9 0 . 6  
B o n d  E l u t  P P L  
1 3 0 . 6  5 7 . 2  
B o n d  E l u t  E N V  
1 5 0 . 3  6 5 . 8  
A b s e l u t  N E X U S  
2 3 3 . 1  1 0 2 . 1  
S t r a t a - X - C  2 1 8 . 1  9 5 . 5  
T a b l e  3 . 2 ( d ) :  M e a n  p e a k  a r e a s  a n d  %  r e c o v e r y  o f  i b u p r o f e n  u s i n g  d i f f e r e n t  
c a r t r i d g e s  
M e a n  p e a k  a r e a  
( n  =  3  i n j e c t i o n s ) ,  
%  R e c o v e r y  
S t a n d a r d  S o l u t i o n  
I b u p r o f e n  
O a s i s  H L B  
S t r a t a - X  
B o n d  E l u t  P P L  
B o n d  E l u t  E N V  
A b s e l u t  N E X U S  
S t r a t a - X - C  
T a b l e  3 . 2 ( e ) :  M e a n  p e a k  a r e a s  a n d  %  r e c o v e r y  o f  n o n y l p h e n o l  u s i n g  d i f f e r e n t  
c a r t r i d g e s  
M e a n  p e a k  a r e a  
%  
S t a n d a r d  s o l u t i o n  
N o n y l p h e n o l  
2 4 2 . 3 5  1 0 0  
O a s i s  H L B  
1 6 0 . 6  6 6 . 3  
S t r a t a - X  
1 5 7  6 4 . 8  
B o n d  E l u t  P P L  
4 9 . 7  2 0 . 5  
B o n d  E l u t  E N V  
1 4 4 . 5  5 9 . 6  
A b s e l u t  N E X U S  
1 4 8 . 5  6 1 . 3  
S t r a t a - X - C  
9 2 . 7  3  8 . 3  
C 1 8  
1 2 5 . 2  5 1 . 7  
T h e  i n f o r m a t i o n  l i s t e d  i n  T a b l e s  3 . 2 ( a )  t o  3 . 2 ( e )  i s  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e  3 . 1  
O a s i s  H L B  S t r a t a - X  B o n d  L , u L  P P L  B o n d  E l u t  E N V  A b s e l u t  N E X U S  d L , U L ~ - X - C  L  
C a f f e i n e  H M e t h y l p a r a b e n  *  E t h y n y l e s t r a d i o l  . I b u p r o f e n  H  N o n y l p h e n o l  
1  
F i g u r e  3 . 1 :  H i s t o g r a m  s h o w i n g  t h e  c o m p a r a t i v e  e f f e c t i v e n e s s  o f  s e v e n  d i f f e r e n t  
c a r t r i d g e s  i n  e x t r a c t i n g  a n  a n a l y t e  f r o m  1  m L  o f  a  s t a n d a r d  ( 1 0  m g ~ - ' )  s o l u t i o n  
3 . 3 . 4 :  C h o i c e  o f  c a r t r i d g e l s o r b e n t  f o r  t h e  p r o j e c t  
T h e  r e s u l t s  s u m m a r i s e d  i n  F i g u r e  3 . 1  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c a r t r i d g e s  O a s i s  H L B ,  S t r a t a - X ,  
A b s e l u t  N E X U S  a n d  V a r i a n  C 1 8  p e r f o r m  w e l l  w h e n  e x t r a c t i n g  t h e  a n a l y t e s  f r o m  
s t a n d a r d  s o l u t i o n s .  H o w e v e r ,  p r e l i m i n a r y  w o r k  h a d  s h o w n ,  p r e v i o u s l y ,  t h a t  V a r i a n  C 1 8  
c a r t r i d g e s  w e r e  u n s u i t a b l e  f o r  w o r k  w i t h  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  s i n c e  t h i s  s o r b e n t  r e a d i l y  
b e c a m e  b l o c k e d  w i t h  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  s u s p e n d e d  m a t t e r  t h a t  i s  i n e v i t a b l y  f o u n d  i n  
s u c h  s a m p l e s .  
3 . 3 . 5 :  T h e  c o s t  o f  c a r t r i d g e s  
T h e  c a r t r i d g e s  O a s i s  H L B ,  S t r a t a - X  a n d  A b s e l u t  N E X U S  w e r e  c o n s i d e r e d  s u i t a b l e  f o r  
t h e  e x t r a c t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  o f  i n t e r e s t .  O a s i s  H L B  a n d  S t r a t a - X  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  
e x p e n s i v e  t h a n  N E X U S  s o  t h e s e  w e r e  c o n s i d e r e d  f o r  f u r t h e r  w o r k .  C o m p a r a t i v e  c o s t  o f  
t h e  c a r t r i d g e s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  3 . 3 .  
T a b l e  3 . 3 :  C o m p a r a t i v e  c o s t  o f  c a r t r i d g e s  
C a r t r i d g e I S o r b e n t  C o s t 1 3 0  c a r t r i d g e s  
-  
-  
-  
-  
( E u r o s )  - -  
-  
1 3 5 . 0 0  
-  
O a s i s  H L B  
S t r a t a - X  1 0 8 . 0 0  
A b s e l u t  N E X U S  
3 . 4 :  P r e p a r a t i o n  a n d  u s e  o f  s y n t h e t i c  s e a w a t e r  
3 . 4 . 1 :  P r e p a r a t i o n  o f  s y n t h e t i c  s e a w a t e r  
F o l l o w i n g  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  F i o l  e t  a l .  [ 9 4 ] ,  2 0  L  o f  s y n t h e t i c  s e a w a t e r  ( S S W )  w e r e  
p r e p a r e d .  T a b l e  3 . 4  s h o w s  t h e  r e c i p e  f o r  t h e  S S W .  
T a b l e  3 . 4 :  " R e c i p e "  f o r  S S W  
a s  d e s c r i b e d  b y  F i o l  
C o m p o n e n t  ~ o l k ~ - '  
N a C l  0 . 4 2 6 6 4  
K C 1  0 . 0 1 0 5 8  
T h e  a m o u n t s  o f  t h e  d i f f e r e n t  c o m p o n e n t s  u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  2 0  L  o f  S S W  a r e  s h o w n  i n  
T a b l e  3 . 5 .  
T a b l e  3 . 5 :  A m o u n t s  o f  c o m p o n e n t s  u s e d  t o  p r e p a r e  2 0  L  o f  S S W  
C o m p o n e n t  ~ 0 1 ( 2 0 k ~ ) - '  M R  ( g m o l - ' )  g ( 2 ~ k g ) - 1  
N a C l  
8 . 5 3 2 8 - - -  5  8 . 4 4  4 9 8 . 7 -  
K C 1  
0 . 2 1  1 6  7 4 . 5 5  1 5 . 8  
C a C 1 2  
0 . 2  1 5 4  1 1 0 . 9 8  2 3 . 9  
M g C l z  
1 . 1 0 3 6  9 5 . 2  1  1 0 5 . 1  
N a 2 S 0 4  
0 . 5 8 5 2  1 4 2 . 0 4  8 3 . 1 2  
3 . 4 . 2 :  C o m p a r i s o n  o f  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t w o  s o r b e n t s  u s i n g  s y n t h e t i c  s e a w a t e r  ( S S W )  
T h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  S t r a t a - X  ( P h e n o m e n e x )  a n d  o f  O a s i s  H L B  c a r t r i d g e s  i n  e x t r a c t i n g  t h e  
a n a l y t e s ,  c a f f e i n e ,  m e t h y l p a r a b e n ,  e t h y n y l e s t r a d i o l  a n d  i b u p r o f e n  f r o m  t h i s  S S W  w a s  
d e t e r m i n e d .  T h e  p r o c e d u r e  o u t l i n e d  i n  T a b l e  3 . 6  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  S t r a t a - X  a n d  w i t h  O a s i s  
H L B  c a r t r i d g e s .  
T a b l e  3 . 6 :  P r o c e d u r e  f o r  t h e  e s t i m a t i o n  o f  t h e  c o m p a r a t i v e  e f f e c t i v e n e s s  o f  
S t r a t a - X  a n d  O a s i s  H L B  c a r t r i d g e s  i n  e x t r a c t i n g  a n a l y t e s  f r o m  S S W  
2  L  A l i q u o t  o f  S S W  T r e a t m e n t  
A  N o t  S p i k e d  
N o t  S p i k e d  
S p i k e d  w i t h  1  m L  o f  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 0  m g  L - '  o f  
e a c h  o f  t h e  f o u r  a n a l y t e s .  
S p i k e d  w i t h  1  m L  o f  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 0  m g  L - '  o f  
e a c h  o f  t h e  f o u r  a n a l y t e s  
E a c h  o f  A ,  B ,  C  a n d  D  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  a  c a r t r i d g e  t h a t  h a d  b e e n  c o n d i t i o n e d  w i t h  5  
m L  o f  m e t h a n o l  f o l l o w e d  b y  5  m L  o f  w a t e r .  L o a d i n g  o f  t h e  c a r t r i d g e s  t o o k  a  l i t t l e  o v e r  6  
h o u r s  w h i c h  e q u a t e s  t o  a b o u t  6  m ~ m i n - ' .  A f t e r  l o a d i n g ,  e a c h  c a r t r i d g e  w a s  w a s h e d  w i t h  1  
m L  o f  w a t e r  a n d  t h e n  e l u t e d  w i t h  6  m L  o f  a c e t o n i t r i l e .  T h e s e  e x t r a c t s  w e r e  t h e n  b l o w n  
d o w n  t o  a b o u t  1 0 0  p L  w i t h  n i t r o g e n  g a s  a n d  t h e n  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  1  r n L  o f  5 0 %  
a c e t o n i t r i l e .  
3 . 4 . 3 :  A n a l y t i c a l  m e t h o d  
U s i n g  H P L C  t h e y  w e r e  a n a l y s e d  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  s o l u t i o n  o f  s t a n d a r d s  t h a t  h a d  
b e e n  u s e d  t o  s p i k e  t h e  S S W .  E a c h  m e a s u r e m e n t  u s e d  w a s  t h e  m e a n  o f  t h r e e  i n j e c t i o n s .  
T h e  f o l l o w i n g  H P L C  m e t h o d  o f  a n a l y s i s  w a s  u s e d :  A  m o b i l e  p h a s e  o f  5 0 %  
A c e t o n i t r i l e / 0 . 2 % T r i e t h y l a m i n e  ( T E A )  s o l u t i o n  a d j u s t e d  t o  p H  3 . 2  w i t h  o r t h o p h o s p h o r i c  
a c i d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  1  m l m i n - ' ,  2 0  p L  i n j e c t i o n  v o l u m e ,  d e t e c t i o n  a t  2 2 0  n m .  
A  %  r e c o v e r y  w a s  e s t i m a t e d  b y  a v e r a g i n g  t h e  p e a k  a r e a s  o f  t h e  e x t r a c t s  o f  C  a n d  o f  D  
a n d  e x p r e s s i n g  t h i s  a s  a  %  o f  t h e  p e a k  a r e a  o f  t h e  s t a n d a r d  s o l u t i o n .  T h e  r e s u l t s  f o r  e a c h  
t y p e  o f  c a r t r i d g e  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  3 . 7 ( a )  a n d  3 . 7 ( b ) .  
T a b l e  3 . 7 ( a ) :  P e a k  a r e a s  f o r  t h e  s t a n d a r d  s o l u t i o n  a n d  f o r  t h e  e x t r a c t s  u s i n g  S t r a t a - X  
c a r t r i d g e s  
S t a n d a r d  
E x t r a c t  f r o m  
E x t r a c t  f r o m  %  R e c o v e r y  
s o l u t i o n  
C a r t r i d g e  C  
C a r t r i d g e  D  ( M e a n )  
-  
C a f f e i n e  
5 9 4 . 4  
4 0 9 . 7  4 3 4 . 5  7  1  
M e t h y l p a r a b e n  
4 4 1 . 0  
4 2 4 . 0  4 6 5 . 9  1 0 1  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
2 3 7 . 1  
2 3  1 . 2  2 3 0 . 6  9 7 . 4  
I b u p r o f e n  3 5 3 . 0  1 3 4 . 5  1 9 2 . 6  4 6 . 3  
T a b l e  3 . 7 ( b ) :  P e a k  A r e a s  f o r  t h e  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  a n d  f o r  t h e  e x t r a c t s  u s i n g  O a s i s  
H L B  c a r t r i d g e s  
S t a n d a r d  
E x t r a c t  f r o m  
E x t r a c t  f r o m  %  R e c o v e r y  
s o l u t i o n  
C a r t r i d g e  C  
C a r t r i d g e  D  ( M e a n )  
-  ( 1 0  m g l - ' )  
C a f f e i n e  5 8 5 . 3  4 5  1  4 6 6 . 2  7 8 . 4  
M e t h y l p a r a b e n  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
I b u p r o f e n  
T h e  i n f o r m a t i o n  l i s t e d  i n  T a b l e s  3 . 7 ( a )  a n d  3 . 7 ( b )  i s  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e s  3 . 2  a n d  
3 . 3 .  
t r a t a -  
: a f f e i n e  .  M e t h y i p a r a b e n  .  E t h y n y l e s t r a d i o l  . I b u p r o f e n  
I  I  
F i g u r e  3 . 2 :  C o m p a r i s o n  o f  t h e  %  r e c o v e r y  o f  a n a l y t e s  f r o m  s p i k e d  
s y n t h e t i c  s e a w a t e r  u s i n g  d i f f e r e n t  c a r t r i d g e s .  M e t h o d  o f  r e c o v e r y  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 3 . 3  
1 2 0  7  
1 0 0  
8 0  
- -  
E  
8  6 0 - -  
B  
2  
4 0  - -  
2 0  
- -  
o r  
- , . , l n e  M e t h y l p , .  . , , . .  E t h y n y l e s t r a d l o l  . -  p r o f e  e n  
.  O a s l s  l  I  S t r a t a - X  
F i g u r e  3 . 3 :  C o m p a r i s o n  o f  t h e  %  r e c o v e r y  o f  a n a l y t e s  f r o m  s p i k e d  
s y n t h e t i c  s e a w a t e r  u s i n g  d i f f e r e n t  c a r t r i d g e s .  M e t h o d  o f  r e c o v e r y  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 3 . 3  
3 . 4 . 4 :  S e l e c t i o n  o f  c a r t r i d g e  f o r  p r o j e c t  
E x c l u s i v e  o f  i b u p r o f e n ,  f o r  w h i c h  n e i t h e r  s o r b e n t  g a v e  a  s a t i s f a c t o r y  r e c o v e r y ,  t h e  m e a n  
r e c o v e r y  o f  t h e  a n a l y t e s  w a s  8 9 . 9 %  u s i n g  S t r a t a - X  a n d  8 0 %  u s i n g  O a s i s - H L B .  T h e  
f o r m e r  w a s  s e l e c t e d  f o r  t h e  p r o j e c t .  
3 . 5 :  A c i d i f i c a t i o n  o f  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  p r i o r  t o  e x t r a c t i o n  
E s t a b l i s h e d  m e t h o d s  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  a c i d i c  d r u g s  f r o m  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  b y  
S P E  f r e q u e n t l y  i n c l u d e  a c i d i f i c a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  p r i o r  t o  e x t r a c t i o n .  T h i s  p r o c e d u r e  
s u p p r e s s e s  i o n i z a t i o n  o f  t h e  a c i d i c  a n a l y t e  a n d  t h u s  f a c i l i t a t e s  a d s o r p t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  
f o r m  b y  t h e  r e v e r s e d  p h a s e  s o r b e n t .  
T h e  a c i d i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  t e s t e d  b y  c o m p a r i n g  t h e  c h r o m a t o g r a m s  o f  e x t r a c t s  o f  
a c i d i f i e d  a n d  n o n - a c i d i f i e d  s a m p l e s  o f  W W T P  e f f l u e n t .  T h e s e  t w o  e x t r a c t s  w e r e  a n a l y s e d  
b y  i n j e c t i n g  2 0  p L  o f  e a c h  e x t r a c t  i n t o  a  m o b i l e  p h a s e  o f  2 0 %  a c e t o n i t r i l e  a t  a  f l o w  r a t e  
o f  0 . 8  m ~ m i n - '  a n d  m o n i t o r e d  a t  2 7 2  n m .  T h e  r e s p e c t i v e  c h r o m a t o g r a m s  a r e  s h o w n  i n  
F i g u r e s  3 . 4 ( a )  a n d  3 . 4 ( b ) .  
T h e  o c c u r r e n c e  o f  a  b r o a d ,  u n d i f f e r e n t i a t e d  p e a k  i n  t h e  c h r o m a t o g r a m  o f  t h e  e x t r a c t  o f  
t h e  a c i d i f i e d  s a m p l e  ( F i g u r e  3 . 4 ( a ) )  i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  s t e p  i s  n o t  s u i t a b l e  f o r  a n a l y t e s  
t h a t  w o u l d  e l u t e  i n  t h i s  r e g i o n .  T h i s  s i t u a t i o n  c o n t r a s t s  w i t h  t h a t  w h e r e  t h e  s a m p l e  h a s  n o t  
b e e n  a c i d i f i e d  p r i o r  t o  e x t r a c t i o n  ( F i g u r e  3 . 4 ( b ) ) .  
0  . O  R a t s n t i n n  t i m u  ( m i n u i u )  
F i g u r e  3 . 4 ( a ) :  C h r o m a t o g r a m  o f  W W T P  e x t r a c t  t h a t  h a d  b e e n  a c i d i f i e d  t o  p H  3  w i t h  
c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  p r i o r  t o  e x t r a c t i o n .  2 0 p L  e x t r a c t ,  s e p a r a t e d  w i t h  2 0  %  
a c e t o n i t r i l e  a t  0 . 8  m L m i d l  a n d  m o n i t o r e d  a t  2 7 2  n m .  
F i g u r e  3 . 4 ( b ) :  C h r o m a t o g r a m  o f  W W T P  e x t r a c t  t h a t  h a d  n o t  b e e n  a c i d i f i e d  p r i o r  t o  
e x t r a c t i o n .  2 0 p L  e x t r a c t ,  s e p a r a t e d  w i t h  2 0  %  a c e t o n i t r i l e  a t  0 . 8  m L d l  a n d  m o n i t o r e d  
a t  2 7 2  n m .  
3 . 6 :  W a s h  o f  t h e  s o r b e n t  a f t e r  e x t r a c t i o n  
T h e  p u r p o s e  o f  w a s h i n g  t h e  s o r b e n t  p r i o r  t o  e l u t i o n  o f  t h e  r e t a i n e d  a n a l y t e s  i s  t o  r e m o v e  
a s  m u c h  i n t e r f e r i n g  m a t e r i a l  a s  p o s s i b l e  w i t h o u t  r e m o v i n g  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s .  V a r y i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  a q u e o u s  m e t h a n o l  w e r e  t e s t e d  f o r  t h i s  p u r p o s e .  T h i s  w a s  d o n e  b y  
s p i k i n g  e a c h  o f  f i v e  1  L  a l i q u o t s  o f  s e a w a t e r  w i t h  I m L  o f  a  2  m g ~ "  m e t h a n o l i c  s o l u t i o n  
o f  c a f f e i n e  a n d  m e t h y l p a m b e n  a n d  e x t r a c t i n g  t h e m  a s  d e s c r i b e d .  A f t e r  l o a d i n g  t h e  
c a r t r i d g e s  t h e  s o r b e n t s  w e r e  s e p a r a t e l y  w a s h e d  w i t h  3  m L  o f  0 % ,  5 % ,  l o % ,  2 0 %  a n d  
3 0 %  a q u e o u s  m e t h a n o l .  T h e  c a r t r i d g e s  w e r e  t h e n  d r i e d  a n d  t l ~ e  r e t a i n e d  a n a l y t e s  w e r e  
e l u t e d  a s  d e s c r i b e d .  T h e s e  e x t m c t s  w e r e  a n a l y s e d .  T w o  s e l e c t e d  c h r o m a t o g r a m s  a r e  
s h o w n  i n  F i g u r e s  3 . 5 ( a )  a n d  3 . 5 ( b ) .  
m  A U  
C .  
3 0  
2 5  C a f f e i n e  
M e t h y l p a r a b e n  
0  1 0  1 5  2 0  8 5  
R e t e n t i o n  t i m e  ! m i n u t e s  
F i g u r e  3 . 5 ( a ) :  C h r o m a t o g r a m  o f  e x t r a c t  o f  1  L  s e a w a t e r  s p i k e d  w i t h  1  m L  2  m g ~ - '  c a f f e i n e  
a n d  m e t h y l p a r a b e n  a f t e r  w a s h i n g  s o r b e n t  w i t h  3  m L  w a t e r  p r i o r  t o  e l u t i o n .  D e t e c t i o n  a t  
2 7 2  n m .  
C a f f e i n e  
M e t h y l p a r a b e n  
I \ ,  
0  5  1 0  3 1 l  7 6  3 C  
q 6  R e t e n t i o n  t i m e  / m i n u t e s  
F i g u r e  3 . 5 @ ) :  C h r o m a t o g r a m  o f  e x t r a c t  o f  1  L  s e a w a t e r  s p i k e d  w i t h  1  m L  2  m g L - '  c a f f e i n e  
a n d  m e t h y l p a r a b e n  a f t e r  w a s h i n g  s o r b e n t  w i t h  3  m L  3 0 %  m e t h a n o l  p r i o r  t o  e l u t i o n .  
D e t e c t i o n  a t  2 7 2  n m .  
A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e s e  c h r o m a t o g r a m s  a  w a s h  o f  3 0 %  m e t h a n o l  h a s  t h e  e f f e c t  o f  
r e m o v i n g  a n  a p p r e c i a b l e  a m o u n t  o f  t h e  i n t e r f e r e n c e  t h a t  o c c u r s  i n  s e a w a t e r  w i t h o u t ,  
a p p a r e n t l y ,  d i m i n i s h i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s  t o  a n y  g r e a t  e x t e n t .  
H o w e v e r ,  w h e n  t h i s  s a m e  w a s h  w a s  u s e d  w i t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  a n a l y t e s  c o m p a r a b l e  
t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  a r e  l i k e l y  t o  o c c u r  i n  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  t h e  a n a l y t e s  w e r e  
r e m o v e d  c o m p l e t e l y .  T h u s  a  w a s h  o f  w a t e r  a l o n e  u s e d .  
3 . 7 :  S P E  m e t h o d  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  a n a l y t e s  f r o m  s e a w a t e r  
T h e  f o l l o w i n g  m e t h o d  w a s  c o n s i d e r e d  a p p r o p r i a t e  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  f r o m  
a  2 . 7 7 L  r e a g e n t  b o t t l e  f u l l  o f  s e a w a t e r  ( f o r  t h e  %  r e c o v e r y  o f  t h e  a n a l y t e s  b y  t h i s  m e t h o d  
s e e  b e l o w  C h  4 )  
T a b l e  3 . 8 :  S o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  ( S P E )  m e t h o d  
S P E  c a r t r i d g e  
S t r a t a - X  ( P h e n o m e n e x )  ( 2 0 0  m g ,  6  m L )  
F l o w  o f  s o l u t i o n  t h r o u g h  c a r t r i d g e  
6  m L m i n - '  
D r y i n g  1 5  m i n  
E l u t i o n  o f  a d s o r b e d  a n a l y t e s  
6  ( 3 x 2 )  m L  a c e t o n i t r i l e  
T r e a t m e n t  o f  e l u a t e  
R e d u c e d  t o  - 5 0  p L  u n d e r  N 2 ( g )  a n d  t h e n  
r e c o n s t i t u t e d  t o  1  m L  w i t h  m e t h a n o l  
3 . 8 :  G l a s s w a r e  d e s i g n e d  a n d  f a b r i c a t e d  f o r  t h e  p r o j e c t  
3 . 8 . 1 :  A  ' h o m e m a d e '  v a c u u m  m a n i f o l d  
T h e  p r o j e c t  r e q u i r e d  t h e  e x t r a c t i o n  o f  t r i p l i c a t e  s a m p l e s  f r o m  1 5  s a m p l i n g  s i t e s  w i t h i n  
a s  s h o r t  a  p e r i o d  o f  t i m e  a s  p o s s i b l e .  S i n c e  t h e  e x t r a c t i o n  o f  e a c h  2  L  s a m p l e  t a k e s  
a b o u t  6  h o u r s  i t  w a s  e s s e n t i a l  t o  g a i n  a c c e s s  t o  a p p a r a t u s  t h a t  w o u l d  a l l o w  t h e  
s i m u l t a n e o u s  e x t r a c t i o n  o f  s e v e r a l  s a m p l e s .  M a n i f o l d s  d e s i g n e d  f o r  t h i s  p u r p o s e  a r e  
a v a i l a b l e  c o m m e r c i a l l y ,  h o w e v e r ,  o w i n g  t o  t h e  e x p e n s e  o f  s u c h  e q u i p m e n t  a p p a r a t u s  
t h a t  c o u l d  b e  m a d e  b y  a  g l a s s b l o w e r  w a s  d e s i g n e d .  T h e  a p p a r a t u s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  
3 . 6 .  I t  a l l o w e d  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  e x t r a c t i o n  o f  u p  t o  1 2  s a m p l e s .  A  p h o t o g r a p h  o f  
t h i s  a p p a r a t u s  i s  s h o w n  i n  P l a t e  3 . 1 .  
L u c r  S t o p c o e k a  
p r o v i d i n g  p o r t s  f o r  
S P E  C a r b i d g c s  
G  l a s a  R e c e p t a c l e  
- - - . ? > - . , -  . - . - . . -  
-  I  
-  
) F i g u r e  3 . 6 :  G l a s s  m a n i f o l d  d e s i g n e d  a n d  b u i l t  t o  f a c i l i t a t e  t h e  s i m u l t a n e o u s  e x t r a c t i o n  
o f  1 2  s a m p l e s .  T h e  f l a s k  a t t a c h e d  t o  t h e  v a c u u m  p u m p  s h o w n  i s  a  2  L  B u c h n e r  f l a s k .  
I n  p r a c t i c e  a  1 0  L  f l a s k  w a s  u s e d .  
P l a t e  3 . 1 :  P h o t o g r a p h  o f  t h e  g l a s s  m a n i f o l d  t h a t  f a c i l i t a t e d  t h e  s i m u l t a n e o u s  e x t r a c t i o n  
o f  u p  t o  1 2  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s .  T h e  1 0  L  e v a c u a t e d  f l a s k  i n  w h i c h  t h e  e x c e s s  
e x t r a c t e d  s a m p l e  c o l l e c t e d  i s  n o t  s h o w n .  
3 . 8 . 2 :  S i m u l t a n e o u s  e v a p o r a t i o n  o f  s o l v e n t  f r o m  1 2  e x t r a c t s  
T h e  v o l u m e  o f  t h e  e x t r a c t s  p r o d u c e d  b y  t h e  S P E  m e t h o d  ( T a b l e  3 . 8 )  w a s  6  m L .  T o  c o n v e r t  
t h e s e  i n t o  1  m L  s a m p l e s  s u i t a b l e  f o r  H P L C  a n a l y s i s  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  e v a p o r a t e  e x c e s s  
s o l v e n t .  A  s e c o n d  p i e c e  o f  g l a s s w a r e  t h a t  w o u l d  a l l o w  t h e  s i m u l t a n e o u s  e v a p o r a t i o n  o f  
s o l v e n t  f r o m  1 2  s a m p l e s  b y  m e a n s  o f  a  f l o w  o f  n i t r o g e n  w a s  d e s i g n e d .  T h i s  s e c o n d  i t e m  i s  
s h o w n  d i a g r a m m a t i c a l l y  i n  F i g u r e  3 . 7 .  A  p h o t o g r a p h  o f  t h i s  a p p a r a t u s  i s  s h o w n  i n  P l a t e  3 . 2 .  
A P P A R A T U S  F O R  E V A P O R A T I N G  S O L V E N T  S I M U L T A N E O U S L Y  F R O M  1 2  S A M P L E S  
N I T R O G E N  G A S  
S A M P L E  T U B E S  
C O N T A I N I N G  
A N A L Y T E S  I N  -  
O R G A N I C  S O L U T I O N  
F i g u r e  3 . 7 :  G l a s s w a r e  d e s i g n e d  a n d  b u i l t  f o r  t h e  e v a p o r a t i o n  o f  s o l v e n t  f r o m  u p  t o  1 2  
s a m p l e s  b y  m e a n s  o f  a  f l o w  o f  n i t r o g e n  g a s .  
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D e v e l o p m e n t  o f  a n a l y t i c a l  s e p a r a t i o n  m e t h o d s  a n d  
e s t i m a t i o n  o f  t h e  %  r e c o v e r y  o f  t h e  S P E  m e t h o d .  
4 . 1 :  I n t r o d u c t i o n  
S u c c e s s f u l  d e t e c t i o n  a n d  a c c u r a t e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  a n a l y t e s  b y  m e a n s  o f  H P L C  i s  
d e p e n d e n t  u p o n  a c h i e v i n g  c h r o m a t o g r a m s  i n  w h i c h  t h e  p e a k s  a r e  a d e q u a t e l y  r e s o l v e d  
a n d  o f  s a t i s f a c t o r y  h e i g h t  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  b a c k g r o u n d  n o i s e .  W h e n  s u c h  h a s  b e e n  
a c h i e v e d  i t  i s  t h e n  n e c e s s a r y  t o  e s t a b l i s h  m i n i m u m  v a l u e s  o f  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  b e l o w  
w h i c h  d e t e c t i o n  c a n n o t  b e  e s t a b l i s h e d  a n d  a  m i n i m u m  l e v e l  b e l o w  w h i c h  t h e  a n a l y t e  
c a n n o t  b e  a c c u r a t e l y  q u a n t i f i e d .  A  c o n c e n t r a t i o n  i n t e r v a l  w i t h i n  w h i c h  t h e r e  i s  a  l i n e a r  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  s i g n a l ,  i . e .  t h e  p e a k  h e i g h t  o r  a r e a ,  a n d  t h e  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  
m u s t  a l s o  b e  e s t a b l i s h e d  a n d  t h i s  r e l a t i o n s h i p  s h o u l d  b e  e x p r e s s e d  i n  t h e  f o r m  o f  a  l i n e a r  
c a l i b r a t i o n  e q u a t i o n .  O n c e  s u c h  H P L C  m e t h o d s  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d  i t  i s  p o s s i b l e  t o  
c o m b i n e  t h e m  w i t h  a n  e s t a b l i s h e d  S P E  m e t h o d  t o  g i v e  a n  o v e r a l l  m e t h o d  f o r  t h e  
e x t r a c t i o n ,  d e t e c t i o n  a n d  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  i n  w a t e r .  A  % r e c o v e r y  o f  t h e  
a n a l y t e s  f r o m  s y n t h e t i c  s e a w a t e r  ( S S W )  c a n  t h e n  b e  e s t i m a t e d  b y  s p i k i n g  k n o w n  v o l u m e s  
o f  S S W  w i t h  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  t h e  a n a l y t e s ,  e x t r a c t i n g  t h e  a n a l y t e s  f r o m  t h e s e  k n o w n  
v o l u m e s ,  a n a l y s i n g  t h e s e  e x t r a c t s  a n d  c o m p a r i n g  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  a n a l y s i s  w i t h  t h e  
k n o w n  q u a n t i t y  i n i t i a l l y  s p i k e d  i n t o  t h e  S S W .  
4 . 2 :  S e p a r a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  
4 . 2 . 1 :  L i q u i d  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s  
F o r  e a c h  o f  t h e  a n a l y t e s  o t h e r  t h a n  i b u p r o f e n  t h e  p K a  v a l u e  i s  s u f f i c i e n t l y  h i g h  f o r  
a n a l y s i s  t o  b e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  n e u t r a l  m o b i l e  p h a s e .  T h e  p K ,  v a l u e  o f  i b u p r o f e n  i s  
s u c h  t h a t  a  b u f f e r e d  m o b i l e  p h a s e  i s  n e c e s s a r y .  A  v a l u e  t h a t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  f o r  t h e  
p K a  o f  i b u p r o f e n  i s  5 .  I n  a  n e u t r a l  s o l u t i o n  t h i s  c o m p o u n d  w i l l  b e  a l m o s t  c o m p l e t e l y  
i o n i s e d  a n d  t h e r e f o r e  w i l l  n o t  b e  r e t a i n e d  b y  a  r e v e r s e d  p h a s e  c o l u m n .  A  m o b i l e  p h a s e  
b u f f e r e d  t o  a b o u t  p H  3  i s  n e e d e d  t o  e n s u r e  t h a t  i b u p r o f e n  e x i s t s  p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  
n e u t r a l  f o r m .  A q u e o u s  a c e t o n i t r i l e  a d j u s t e d  t o  p H  3 . 2  w i t h  t r i e t h y l a r n i n e  ( T E A )  a n d  
o r t h o p h o s p h o r i c  a c i d  ( & P o 4 )  a s  d e s c r i b e d  b y  R a v i s a n k a r  e t  a l .  
[ 9 5 ]  w a s  u s e d  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  i n f l u e n c e  o f  d e c r e a s i n g  o r g a n i c  c o n t e n t  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  o n  t h e  
r e t e n t i o n  t i m e  o f  t h e  a n a l y t e s  i n  t h e  c o u r s e  o f  a n  i s o c r a t i c  s e p a r a t i o n .  T h i s  w o r k  w a s  
c a r r i e d  o u t  o n  a  H e w l e t t  P a c k a r d  1 0 5 0  H P L C  s y s t e m  e q u i p p e d  w i t h  a n  a u t o s a m p l e r  u s i n g  
a  V a r i a n ,  C 1 8 ,  2 5 0 x 0 4 6 ,  5  y m  c o l u m n .  I n  e a c h  c a s e  2 0  p 1  o f  s a m p l e s  t h a t  w e r e  1 0 0  m g L -  
'  f o r  e a c h  o f  t h e  a n a l y t e s  c a f f e i n e ,  m e t h y l p a r a b e n ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  i b u p r o f e n  a n d  
n o n y l p h e n o l  w e r e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  m o b i l e  p h a s e  f l o w i n g  a t  1  m ~ m i n - '  a n d  t h e  a n a l y t e s  
w e r e  d e t e c t e d  a t  2 2 0  n m .  T w o  c h r o m a t o g r a m s  a r e  s h o w n ,  F i g u r e s  4 . 1  a n d  4 . 2 .  
T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e  4 . 3 .  
D i s c u s s i o n  
T h e  c h r o m a t o g r a m s  s h o w n  i n  F i g u r e s  4 . 1  a n d  4 . 2  i l l u s t r a t e  t h e  e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  
o r g a n i c  c o n t e n t  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  o n  t h e  r e t e n t i o n  t i m e  o f  t h e  a n a l y t e s .  W i t h  7 0 %  
a c e t o n i t r i l e  c a f f e i n e  a n d  m e t h y l p a r a b e n  a r e  n o t  r e s o l v e d  t h o u g h  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  
i b u p r o f e n  a n d  n o n y l p h e n o l  a r e  w e l l  s e p a r a t e d  w i t h i n  a  c o n v e n i e n t  t i m e  i n t e r v a l .  
S i g n i f i c a n t ,  b u t  i n c o m p l e t e ,  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  m e t h y l p a r a b e n  i s  a c h i e v e d  w i t h  
5 5 %  a c e t o n i t r i l e  b u t  t h e  r e t e n t i o n  t i m e  o f  n o n y l p h e n o l  h a s  i n c r e a s e d  c o n c i d e r a b l y  a n d  i t s  
p e a k  h a s  b e c o m e  c o n s i d e r a b l y  b r o a d e r .  
I  
I  I  
0 . 0  R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e s )  1 5  
F i g u r e  4 . 1 :  S e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s  u s i n g  7 0 %  a c e t o n i t r i l e / 0 . 2 %  T E A  s o l u t i o n  a t  p H  3 . 2 ,  
d e t e c t i o n  a t  2 2 0  n m . .  1  =  c a f f e i n e ,  m e t h y l p a r a b e n  ( n o t  r e s o l v e d ) ,  2  =  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  
3  =  i b u p r o f e n ,  4  =  n o n y l p h e n o l  
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e s )  
F i g u r e  4 . 2 :  S e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s  u s i n g  5 5 %  a c e t o n i t r i l e / 0 . 2 %  T E A  s o l u t i o n  p H  
3 . 2 ,  d e t e c t i o n  a t  2 2 0  n m . .  1  =  c a f f e i n e ,  2  =  m e t h y l p a r a b e n ,  3  =  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  4  =  
i b u p r o f e n ,  5  =  n o n y l p h e n o l  
% A c e t o n i t r i l e  
*  
F i g u r e  4 . 3 :  D i a g r a m  s h o w i n g  t h e  e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  o r g a n i c  c o n t e n t  o n  t h e  r e t e n t i o n  
t i m e  o f  f i v e  a n a l y t e s .  F o r  5 0 %  a n d  5 5 %  a c e t o n i t r i l e  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  5 0  a n d  5 5  
m i n u t e s  h a v e  b e e n  i n s e r t e d .  I n  f a c t  i n  t h e s e  c a s e s  t h i s  c o m p o u n d  d i d  n o t  e l u t e .  
4 . 2 . 2 :  M e t h o d s  o f  s e p a r a t i o n  s u i t a b l e  f o r  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  
A s  F i g u r e  4 . 2  s u g g e s t s  t h e  a n a l y t e s  c a n  b e  s e p a r a t e d  i s o c r a t i c a l l y  u s i n g  5 5 %  a c e t o n i t r i l e ,  
H o w e v e r ,  t h i s  m e t h o d  i s  u n s u i t a b l e  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  e n v i r o n m e n t a l  e x t r a c t s  s i n c e  t h e  
s h o r t  r e t e n t i o n  t i m e  o f  c a f f e i n e  c a u s e s  i t s  s i g n a l  t o  b e  i n e v i t a b l y  o b s c u r e d  b y  t h e  b r o a d  
p e a k  a r i s i n g  f r o m  h u m i c  m a t e r i a l  t h a t  i s  f r e q u e n t l y  f o u n d  i n  s u c h  s a m p l e s .  F u r t h e r m o r e ,  
w i t h  t h i s  m o b i l e  p h a s e  t h e  r e t e n t i o n  t i m e  o f  t h e  m o r e  h y d r o p h o b i c  n o n y l p h e n o l  i s  l o n g  
a n d  i t s  p e a k  i s  s o m e w h a t  t o o  b r o a d  f o r  a c c u r a t e  q u a n t i f i c a t i o n .  T h u s ,  t h r e e  s e p a r a t e  
m o b i l e  p h a s e s  o f  d i f f e r e n t  o r g a n i c  c o n t e n t  w e r e  u s e d  t o  a n a l y s e  t h e  e x t r a c t s  o f  t h e  
e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s .  T h i s  e n s u r e d  t h a t  e a c h  o f  t h e  a n a l y t e s  c o u l d  b e  d e t e c t e d  w i t h i n  a  
c o n v e n i e n t  t i m e  i n t e r v a l .  T h e  b u f f e r e d  m o b i l e  p h a s e  d e s c r i b e d  a b o v e  w a s  u s e d  f o r  t h e  
a n a l y s i s  o f  i b u p r o f e n ,  o t h e r w i s e  n o  b u f f e r  w a s  u s e d .  T h e  m e t h o d s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  
T a b l e  4 . 2 .  
4 . 2 . 3 :  M e t h o d s  o f  d e t e c t i o n  
T w o  m e t h o d s  o f  d e t e c t i o n  w e r e  e m p l o y e d ,  U V - a b s o r b a n c e  a n d ,  w h e r e  a p p r o p r i a t e ,  
n a t u r a l  f l u o r e s c e n c e  o f  t h e  a n a l y t e  m o l e c u l e s .  E s t i m a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n ,  i n  
b o t h  c a s e s ,  i s  d e p e n d e n t  u p o n  a  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
a n a l y t e  a n d  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  s i g n a l .  
4 . 2 . 4 :  F l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n  ( F L D )  
S i n c e  e s t r o g e n s  m a n i f e s t  n a t u r a l  f l u o r e s c e n c e  t h i s  m e t h o d  o f  d e t e c t i o n  w a s  u s e d  f o r  t h e  
a n a l y s i s  o f  t h e s e  c o m p o u n d s .  T w o  r e p o r t e d  m e t h o d s  o f  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n  w e r e  
c o m p a r e d .  I n  e a c h  c a s e  s e p a r a t i o n  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  4 0 %  a c e t o n i t r i l e  a t  a  f l o w  r a t e  o f  1  
m l m i n - l .  I n  e a c h  c a s e  2 0  p L  o f  a  1 0  m g ~ - '  s o l u t i o n  w a s  i n j e c t e d .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  
i n  T a b l e  4 . 1  
T a b l e  4 . 1 :  P e a k  a r e a s  o b t a i n e d  w h e n  2 0  p L  o f  a  1 0  r n g ~ - '  s o l u t i o n  
w e r e  s e p a r a t e d  a n d  d e t e c t e d  b y  t w o  d i f f e r e n t  m e t h o d s  
E x / E m  R e f e r e n c e  E s t r i o l  E s t r a d i o l  E t h y n y l e s t r a d i o l  
E x c i t a t i o n  a t  2 3 0  n m  a n d  e m i s s i o n  a t  3  1 0  n m  g i v e s  a  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  p e a k  a r e a  f o r  
e a c h  o f  t h e  e s t r o g e n s .  A c c o r d i n g l y  t h i s  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  m o r e  e f f e c t i v e  m e t h o d  o f  
d e t e c t i o n .  T a b l e  4 . 2  l i s t s  t h e  m e t h o d s  e m p l o y e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n a l y t e s  u s i n g  U V -  
d e t e c t i o n .  T a b l e  4 . 3  l i s t s  t h e  m e t h o d s  e m p l o y e d  u s i n g  F L D .  
T a b l e  4 . 2 :  H P L C  m e t h o d s  w i t h  U V - d e t e c t i o n  
A n a l y t e  M o b i l e  P h a s e  R a t e  o f  F l o w  I n j e c t i o n  W a v e l e n g t h  o f  
( %  a c e t o n i t r i l e )  ( m L 1 m i n u t e )  v o l u m e  d e t e c t i o n  
-  -  -  -  (  p L )  ( n m )  
C a f f e i n e  2 0  0 . 8  -  2 0  2 7 2  
M e t h y l p a r a b e n  
a n d  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
I b u p r o f e n  7 0  2 2 0  
a n d  ( p H  3 . 2  w i t h  
N o n y l p h e n o l  T E A  a n d  2 2 0  
H 3 P 0 4 )  -  -  
T a b l e  4 . 3 :  H P L C  m e t h o d s  w i t h  F L D  
A n a l y t e ( s )  M o b i l e  p h a s e  R a t e  o f  F l o w  I n j e c t i o n  E x / E m  
( % A c e t o n i t r i l e )  ( m ~ m i n - l )  V o l u m e  ( n m >  
-  ( p L )  
E t h y n y l e s t r a d i o l  a n d  4 5  1  . O  2 0  2 3 0 1 3  1 0  
4 . 2 . 5 :  C a l i b r a t i o n  c u r v e s  a n d  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  a n d  o f  q u a n t i f i c a t i o n  
C a l i b r a t i o n  c u r v e s ,  e q u a t i o n s  a n d  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  ( L O D )  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  ( L O Q )  
w e r e  e s t a b l i s h e d  f o r  e a c h  o f  t h e  m e t h o d s .  T h e  L O D  w a s  t h a t  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  t h a t  
g a v e  a  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  o f  t h r e e ;  t h e  L O Q  w a s  t h a t  w h i c h  g a v e  a  r a t i o  o f  t e n .  I n  t h e  
c a s e  o f  c a f f e i n e  t h e  c u r v e  a n d  l i m i t s  w e r e  e s t a b l i s h e d  b y  t a k i n g  t h e  m e a n  o f  f i v e  
i n j e c t i o n s  o f  a p p r o p r i a t e  s t a n d a r d  s o l u t i o n s .  F o r  e a c h  o f  t h e  o t h e r  a n a l y t e s  t h e  m e a n  
v a l u e s  o f  t h r e e  i n j e c t i o n s  w e r e  e m p l o y e d .  
T h e  c a l i b r a t i o n  e q u a t i o n  f o r  c a f f e i n e  w i t h  c o n f i d e n c e  l i m i t s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 4 .  T h e  
c a l i b r a t i o n  r e s u l t s  f o r  e a c h  o f  t h e  m e t h o d s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  4 . 4  a n d  4 . 5 .  
8 0 0  -  
7 0 0  -  
6 0 0  -  \  
I  
I  
5 0 0  -  
4 0 0  -  
3 0 0  -  
2 0 0  -  
1 0 0  -  
0  1  I  
2  4  6  8  1 0  1 2  
- 1 0 0  -  
C a f f e i n e  c o n c e n t r a t i o n  ( r n g / L )  
P i g u r e  4 . 4 :  C a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  c a f f e i n e .  D a t a  p o i n t s  a c h i e v e d  b y  t a k i n g  t h e  m e a n  
a r e a  f r o m  f i v e  i n j e c t i o n s .  E r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s .  C a l i b r a t i o n  
e q u a t i o n ,  Y  =  7 0 . 8 X  -  1 . 3 2 1 6 ,  R ~  =  0 . 9 9 9 8  
T a b l e  4 . 4 :  C a l i b r a t i o n  r e s u l t s  f o r  H P L C  m e t h o d s  w i t h  U V - d e t e c t i o n  
A n a l y t e  C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n  L i m i t  o f  L i m i t  o f  
d e t e c t i o n ( L 0 D )  Q u a n t i f i c a t i o n ( L 0 Q )  
-  
-  
C a f f e i n e  Y  =  7 0 . 8 X -  1 . 3 2 1 6  0 . 0 0 5  0 . 0 2  < X  <  1 0  
M e t h y l p a r a b e n  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
I b u p r o f e n  
N o n y l p h e n o l  
-  -  
T a b l e  4 . 5 :  C a l i b r a t i o n  r e s u l t s  f o r  H P L C  m e t h o d s  w i t h  F L D  
h l p e  C a l i t i o n  e q u a t i b n  L O D  L O Q  
( r n p j L 1  W d L )  
E t h y n y l e s & a c l i o l  Y  =  1 4 4 . 0 4 X  +  1 . 2 4  1  0 . 0 0 5  0 . 0 0 7 5  <  X  <  1 0  
R ~  =  1  
A I l  m e t h o d s  w e r e  l i n e a r  w i t h i n  t b e  s p d a d  c o n c e n t ~ a ~ o n  rarrges. A s  i n d i w t d  h v e  
d e t e c t i o n  b y  m e a n s  o f  f l w m t m c e  i s  e x p d  to b e  m o r e  s e n & t i v e  thm b y  m w s  o f  
d w r b m c e .  T h e  l o w e r  L O D  a c h i e v c i d  m h g  F L D  is h  a m o r d a n c e  w i t h  t h i s  e x p w t a t i o n .  
4 . 2 . 6 :  C h r o m a t o g r a m s  
C h r o m a t o g r a m s  a t  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  w i t h  U V - d e t e c t i o n  a r e  s h o w n  i n  
F i g u r e s  4 . 5  t o  4 . 9  a n d  w i t h  F L D  i n  F i g u r e s  4 . 1 0  a n d  4 . 1 1 .  
m A U  
I  I  
R e t e n t i o n  t i m e  (  h t e s )  
F i g u r e  4 . 5 :  R e t e n t i o n  t i m e  o f  c a f f e i n e  6  m i n u t e s  w i t h  2 0 %  a c e t o n i t r i l e  a t  0 . 8  m l m i n - ' .  L O D  
0 . 0 0 5  m g ~ - ' .  D e t e c t i o n  a t  2 7 2  n m .  
0 . 0  K c t e n t i n n  t i m e  ( m i n u t e s )  1 5 . 0  
F i g u r e  4 . 6 :  R e t e n t i o n  t i m e  o f  m e t h y l p a r a b e n  5 . 7  m i n s  w i t h  4 5 %  a c e t o n i t r i l e  a t  1  m L m i d 1 .  
L O D  0 . 0 0 2 5  m g ~ - ' .  D e t e c t i o n  a t  2 5 4  n m .  
R e t e n t i o n  t i m G  ( m i n u t s s )  
F i g u r e  4 . 7 :  R e t e n t i o n  t i m e  o f  e t h y n y l e s t r a d i o l 1 6 . 1  m i n  w i t h  4 5 % a c e t o n i t r i l e  a t  1  m ~ m l d ' .  
L O D  0 . 0 2 5  m g ~ - ' .  D e t e c t i o n  a t  2 2 0 n m  
R e t e n t i o n  t i m e /  m i n u t e s  
F i g u r e  4 . 8 :  R e t e n t i o n  t i m e  o f  i b u p r o f e n  7 . 7  m i n  w i t h  7 0 %  a c e t o n i t r i l e  ( p H  3 . 2 )  a t  
1  m L m i n m l .  L O D  0 . 0 2 5  r n g ~ - ' .  D e t e c t i o n  a t  2 2 0  n m .  
L  
I  
-  -  -  
-  
- -  
1  
0  . o  2 5  . o  
R e t e n t i o n  t k n e  ( m i n u t e s )  
F i g u r e  4 . 9 :  R e t e n t i o n  t i m e  o f  n o n y l p h e n o l 2 5  m i n  w i t h  7 0 %  a c e t o n i t r i l e  ( p H  3 . 2 )  
a t  1  m ~ m i n - ' .  L O D  0 . 1  m g ~ - ' .  D e t e c t i o n  a t  2 2 0  n m .  
R e t e n t i o n t i m e  ( m i n u t s )  
F i g u r e  4 . 1 0 :  R e t e n t i o n  t i m e  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  1 6 . 6  m i n s .  L O D  E t h y n y l e s t r a d i o l 0 . 0 0 5  
r n g ~ - ' .  F L D  a t  E x  2 3 0 n m ,  E m  3 1 0 n m .  
L U  
R s h n t i P n  b  ( m i n u t a r )  
F i v e  d l t :  R e t e n t i o n  t i m e  o f  e s t r a d i o l 1 1 . 8  m i n u t e s .  L O D  0 . 0 0 2 5  m g u 1 .  F L D  E x  2 3 0  n m ,  
E m  3 1 0  n m  
4 . 3 :  E s t i m a t i o n  o f  %  r e c o v e r y  o f  m e t h o d  
A  s t a t i s t i c a l l y  r o b u s t  e s t i m a t e  o f  t h e  %  r e c o v e r y  o f  t h e  a n a l y t e s  f r o m  S S W  u s i n g  t h e  S P E  
m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  3 . 6  a n d  t h e  H P L C  m e t h o d s  o f  a n a l y s i s  s u m m a r i z e d  i n  
T a b l e s  4 . 2  a n d  4 . 3  w a s  e s t a b l i s h e d  b y  c o n s i d e r i n g  t h e  m e a n  o f  f i v e  e x t r a c t i o n s .  T h i s  w a s  
d o n e  b y  t a k i n g  f i v e  r e a g e n t  b o t t l e s  f i l l e d  w i t h  s y n t h e t i c  s e a w a t e r  a n d  s p i k i n g  e a c h  w i t h  
o n e  m L  o f  a  m e t h a n o l i c  s o l u t i o n  t h a t  w a s  1 0  m g L - '  f o r  e a c h  o f  t h e  a n a l y t e s ,  c a f f e i n e ,  
m e t h y l p a r a b e n ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  e s t r a d i o l ,  a n d  n o n y l p h e n o l  a n d  2 0  r n g L ' l  f o r  i b u p r o f e n .  
T h e  c o n t e n t s  o f  e a c h  b o t t l e  w e r e  e x t r a c t e d  u s i n g  t h e  e s t a b l i s h e d  S P E  m e t h o d  a n d  t h e  
1  m L  e x t r a c t s  w e r e  t h e n  a n a l y s e d  f o r  e a c h  o f  t h e  a n a l y t e s  u s i n g  t h e  e s t a b l i s h e d  H P L C  
m e t h o d s .  T h e s e  e x t r a c t s  t o g e t h e r  w i t h  t h e  l o a d i n g  s o l u t i o n ,  i . e .  t h e  s o l u t i o n  u s e d  t o  s p i k e  
t h e  S S W  v o l u m e s ,  w e r e  a n a l y s e d  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  t w o  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  t o  e n s u r e  
c o n f o r m i t y  w i t h  t h e  e s t a b l i s h e d  c a l i b r a t i o n  e q u a t i o n s  s h o w n  i n  T a b l e s  4 . 4  a n d  4 . 5 .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  w a s  e s t i m a t e d  u s i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  c a l i b r a t i o n  e q u a t i o n .  T h e  
r e s u l t s  a r e  l i s t e d  b e l o w  i n  T a b l e s  4 . 6  t o  4 . 1 1 .  
T a b l e  4 . 6 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  c a f f e i n e  f r o m  s p i k e d  s y n t h e t i c  
s e a w a t e r ;  C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n  Y  =  7 0 . 8 X -  1 . 3 2 1 6  
M e a n  p e a k  C a f f e i n e  c o n c e n t r a t i o n  O / o R e c o v e r y  o f  
B o t t l e  a r e a  -  ( m q / L )  c a f f e i n e  
-  
1  6 0 7 . 9  8 . 6  8 3 . 8  
2  5 1 5 . 1  7 . 2 9  7 1 . 1  
3  6 4 1 . 6  
9 . 0 8  8 8 . 5  
4  5 8 5 . 3  8 . 2 8  8 0 . 7  
5  6 6 5 . 7  9 . 4 2  9 1 . 8  
L o a d i n g  s o l u t i o n  7 2 5 . 6  1 0 . 2 6  1 0 0  
1  P P ~  6 8 . 4  0 . 9 9  
l O p p m  6 8 8 . 8  9 . 7 5  
- -  
T a b l e  4 . 7 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  m e t h y l p a r a b e n  f r o m  s p i k e d  
s y n t h e t i c  s e a w a t e r ;  C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n  Y  =  1 0 6 . 8 4 X  -  1 . 3 9 4  
M e t h y l p a r a b e n  
M e a n  P e a k  c o n c e n t r a t i o n  O / ~ R e c o v e r y  o f  
-  
B o t t l e  A r e a  -  ( m g / L )  -  -  M e t h y l p a r a b e n  
1  9 8 2 . 5  9 . 2 1  9 1 . 9 2  
2  9 3 0 . 8  8 . 7 3  
3  1 0 8 5 . 3  1 0 . 1 7  
4  1 0 4 7  
9 . 8 1  
5  1 0 6 6 . 9  1 0  
L o a d i n g  s o l u t i o n  1 0 6 9 . 5  
1 0 . 0 2  
I P P ~  1 0 0 . 7  
0 . 9 5  
1 0 p p m  
1 0 2 2 . 4  -  9 . 5 8  
T a b l e  4 . 8 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  e s t r a d i o l  f r o m  s p i k e d  s y n t h e t i c  
s e a w a t e r ;  C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n  Y  =  1 4 8 . 6 X  +  1 . 4 6 1 3  
M e a n  P e a k  E s t r a d i o l  c o n c e n t r a t i o n  
B o t t l e  A r e a  ( m g / L )  -  -  O/O r e  c o v e ^  
-  
1  1 2 9 3 . 1  8 . 6 9 2  8 6 . 8  
2  1 2 1 1 . 7  8 . 1 4 4  8 1 . 3  
3  1 4 2 9 . 1  
9 . 6 0 7  9 5 . 9  
4  1 3 1 2 . 5  8 . 8 2 3  8 8 . 1  
5  1 3 7 8 . 4  
9 . 2 6 6  9 2 . 5  
L o a d i n g  s o l u t i o n  1 4 8 9 . 4  1 0 . 0 1 3  1 0 0  
l p P m  1 5 4 . 8  
1 . 0 3 2  
l O p p m  
1 5 8 7 . 8  1 0 . 6 7 5  
T a b l e  4 . 9 :  A n a l y t i c  R e s u l t s  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  e t h y n y l e s t r a d i o l  f r o m  s p i k e d  
s y n t h e t i c  s e a w a t e r ;  C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n  Y  =  1 4 4 . 0 4 X  +  1 . 2 4 1  
. -  -  
- - -  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
M e a n  P e a k  c o n c e n t r a t i o n  % R e c o v e r y  o f  
-  -  B o t t l e  A r e a  -  -  ( m s / L )  e t h y n y l e s t r a d i o l  
1  1 1 8 5 . 2  8 . 2 1 9  8 7 . 3  
2  1 1 2 1 . 2  7 . 7 7 5  8 2 . 6  
3  1 3 1 8 . 8  9 . 1 4 7  9 7 . 1  
4  1 2 2 6 . 6  8 . 5 0 7  9 0 . 3  
5  1 2 7 1 . 5  8 . 8 1 8  9 3 . 6  
L o a d i n g  s o l u t i o n  1 3 5 7 . 9  9 . 4 1 8  1 0 0  
I P P ~  1 5 0 . 2  1 . 0 3 5  
-  
1  O p p m  
-  
1 0 . 6 8 9  
- -  
1 5 4 1  
-  -  
T a b l e  4 . 1 0 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  i b u p r o f e n  f r o m  s p i k e d  
s y n t h e t i c  s e a w a t e r ;  C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n  Y  =  4 3 . 5 2 5 X  +  0 . 3 8 4 2  
-  -  
-  -  
I b u p r o f e n  
M e a n  P e a k  c o n c e n t r a t i o n  
O / ~ R e c o v e r y  o f  
B o t t l e  A r e a  ( m q / L )  
-  
I b u p r o f e n  
1  1 6 . 7 3  0 . 3 8  
3 . 7 4  
2  2 0 . 6 7  0 . 4 7  
3  
4 . 6 3  
2 9 . 5 3  0 . 6 7  6 . 6  
4  9 . 8  0 . 2 2  
2 . 1 7  
5  2 2 . 2  0 . 5  
4 . 9 3  
L o a d i n g  s o l u t i o n  4 4 2 . 1 7  1 0 . 1 5  
1 0 0  
l P P m  8 5 . 2  1 . 9 5  
T a b l e  4 . 1 1 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  n o n y l p h e n o l  f r o m  s p i k e d  
s y n t h e t i c  s e a w a t e r ;  C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n  Y  =  2 2 . 9 7 6 X  -  3 . 6 5 6 7  
M e a n  P e a k  c o n c e n t r a t i o n  
% R e c o v e r y  o f  
B o t t l e  -  A r e a  ( m g / L )  
-  
-  
N o n y l p h e n o l  
1  1 4 4 . 7 3  6 . 4 6  
7 6 . 3 6  
2  1 3 5 . 4 3  6 . 0 5  
3  
7 1 . 5 1  
1 5 1 . 2 7  6 . 7 4  7 9 . 6 7  
4  1 4 8 . 5 3  6 . 6 2  
7 8 . 2 5  
5  1 4 3 . 9 3  6 . 4 2  
7 5 . 8 9  
L o a d i n g  s o l u t i o n  1 9 0 . 7 3  8 . 4 6  
1 0 0  
l P P m  2 0 . 4  1 . 0 5  
1 0  p p m  
1 8 3 . 8 7  8 . 1 6  
T h e  d a t a  l i s t e d  i n  T a b l e s  4 . 6  t o  4 . 1  1  i s  s u m r n a r i s e d  i n  T a b l e  4 . 1 2  
T a b l e  4 . 1 2 :  T a b l e  s h o w i n g  t h e  %  r e c o v e r y  o f  e a c h  a n a l y t e  i n  e a c h  b o t t l e  
% R e c o v e r y  % R e c o v e r /  O / ~ R e c o v e r y  % R e c o v e r y  % R e c o v e r /  % R e c o v e r y  
B o t t l e  C a f f e i n e  M e t h y l p a r a b e n  E s t r a d i o l  E t h y n y l e s t r a d i o l  I b u p r o f e n  N o n y l p h e n o l  
1  8 3 . 8  
9 1 . 9  8 6 . 8  
8 7 . 3  3 . 7  
7 6 . 4  
2  7 1 . 1  
8 7 . 1  8 1 . 3  8 2 . 6  4 . 6  7 1 . 5  
3  8 8 . 5  
1 0 1 . 5  9 5 . 9  
9 7 . 1  6 . 6  
7 9 . 7  
4  8 0 . 7  9 7 . 9  
8 8 . 1  9 0 . 3  2 . 2  7 8 . 3  
5  9 1 . 8  
9 9 . 8  9 2 . 5  9 3 . 6  4 . 9  7 5 . 9  
M e a n  
r e c o v e r y  8 3 . 2  9 5 . 6  8 8 . 9  9 0 . 2  4 . 4  7 6 . 3 6  
S T D E V  7 . 9 9  
5 . 9 9  5 . 5 8  5 . 6  1 . 6 2  
3 . 1 1  
R S  D  9 . 6  6 . 2 7  6 . 2 8  6 . 2 1  3 6 . 8 2  4 . 0 7  
-  -  
D i s c u s s i o n  
T h e  r e s u l t s  s h o w n  i n  e a c h  o f  t h e  T a b l e s  4 . 6  -  4 . 1 1  s h o w  e x c e l l e n t  r e p r o d u c i b i l i t y  f o r  
c a f f e i n e ,  m e t h y l p a r a b e n ,  e s t r a d i o l  a n d  e t h y n y l e s t r a d i o l .  T h e  %  r e c o v e r i e s  i n  e a c h  c a s e  a r e  
t y p i c a l l y  g r e a t e r  t h a n  8 0 % .  I b u p r o f e n ,  h o w e v e r ,  s h o w s  p o o r  r e c o v e r y  a n d  l e s s  s a t i s f a c t o r y  
r e p r o d u c i b i l i t y  t h a n  t h e  o t h e r  s p e c i e s  s t u d i e d .  N o n y l p h e n o l  s h o w s  r e c o v e r y  i n  t h e  r a n g e  
7 1 . 5 %  -  7 9 . 7 %  a n d  g o o d  a g r e e m e n t  f o r  e a c h  b o t t l e  m e a s u r e d .  T h e s e  r e s u l t s  s h o w  t h e  
r o b u s t n e s s  o f  t h e  m e t h o d .  T y p i c a l l y  t h e  R S D  ( n  =  5 )  i s  l e s s  t h a n  9 . 6 %  ( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  
o f  i b u p r o f e n ) .  T h i s  c o m p a r e s  w i t h  a  m e t h o d  f o r  t h e  r e c o v e r y  o f  e s t r o g e n s  a n d  p r o g e s t o g e n s  
f r o m  s e d i m e n t  r e p o r t e d  b y  d e  A l d a  e t  a l .  [ 4 2 ]  t h a t  h a d  a n  a v e r a g e  r e c o v e r y  o f  8 7 %  w i t h  
R S D  5 1  1  b a s e d  o n  s i x  s e p a r a t e  t r i a l s .  
T h e  m e t h o d  o f  e x t r a c t i o n  w a s  c o n s i d e r e d  s a t i s f a c t o r y  f o r  t h e  a n a l y t e s ,  c a f f e i n e ,  
m e t h y l p a r a b e n ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  e s t r a d i o l  a n d  n o n y l p h e n o l .  T h e  m e t h o d  c o u l d  n o t  b e  
c o n s i d e r e d  s u i t a b l e  f o r  t h e  r e c o v e r y  o f  t h e  a c i d i c  a n a l y t e  i b u p r o f e n .  H o w e v e r ,  e m p h a s i s  o f  
t h e  s t u d y  w a s  t h e n  p l a c e d  o n  t h e  s p e c i e s  w i t h  t h e  h i g h e s t  r e c o v e r i e s .  
C h a p t e r  5  -  -  -  -  -  
D e t e r m i n a t i o n  o f  t a r g e t  a n a l y t e s  i n  m a r i n e  w a t e r  
s a m p l e s  f r o m  D u b l i n  b a y  
5 . 1 :  I n t r o d u c t i o n  
U s i n g  t h e  S P E  m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 6  ( p .  8 3 )  a n d  t h e  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  
s u m r n a r i s e d  i n  T a b l e s  4 . 2  a n d  4 . 3  ( p .  9 4 )  s e a w a t e r  s a m p l e s  f r o m  D u b l i n  b a y  w e r e  
e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s .  T h i s  c h a p t e r  p r e s e n t s  t h e  
r e s u l t s  o f  t h e  t h r e e  s a m p l i n g  c a m p a i g n s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 5  ( p .  6 6 ) ,  
( i )  S a m p l e s  t a k e n  a t  t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  t h e  e f f l u e n t  s t r e a m  o f  t h e  
R i n g s e n d  W W T P  i n t o  t h e  b a y ;  
( i i )  A  p i l o t  s t u d y ;  
( i i i )  T h e  m a i n  s a m p l i n g  c a m p a i g n ;  
5 . 2 :  P o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  t h e  e f f l u e n t  s t r e a m  
S a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  a  p o s i t i o n  j u s t  d o w n s t r e a m  o f  t h e  p o i n t  w h e r e  t h e  W W T P  
e f f l u e n t  j o i n s  t h e  c o o l i n g  w a t e r  e x i t i n g  f r o m  t h e  E S B  p o w e r  s t a t i o n  ( s e e  p l a t e  2 . 1 4 ,  p .  
5 2 ) .  S i x  s a m p l e s  w e r e  a n a l y s e d  s o  t h a t  s u f f i c i e n t  d a t a  w o u l d  b e  g e n e r a t e d  t o  a l l o w  f o r  
t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a n y  r e l a t i o n s h i p  t h a t  m i g h t  e x i s t  b e t w e e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  
a n a l y t e s .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  e x t r a c t e d  u s i n g  t h e  S P E  m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  3 . 6 ,  
( p . 8 3 )  a n d  t h e  e x t r a c t s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  c a f f e i n e ,  e s t r a d i o l  a n d  
e t h y n y l e s t r a d i o l .  A n a l y s i s  o f  t h e s e  s a m p l e s  f o r  c a f f e i n e  w a s  c o m p l e t e d  o n  a  H e w l e t t  
P a c k a r d  1 1 0 0  s e r i e s  i n s t r u m e n t .  O t h e r w i s e  t h e  m e t h o d  w a s  a s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  4 . 2  ( p .  
9 4 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  s t u d y  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  5 . 1  a n d  5 . 2 .  H i s t o g r a m s  o f  t h e  m e a n  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  a n a l y t e s  d e t e c t e d  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e s  5 . 1  a n d  5 . 3 .  
T a b l e  5 . 1 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  c a f f e i n e  i n  e f f l u e n t  s a m p l e s  o f  
v o l u m e ,  2 . 7 7  L .  C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n ,  Y  =  6 7 . 6 8 4 X  +  8 . 1 4 6 7 ,  R ~  =  0 . 9 9 5 7 .  
C o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  u s i n g  t , x s / d n - 1 ) ,  w h e r e  t ,  =  t g 5 % ,  2  d . f .  f o r  a  
t w o  t a i l e d  t e s t .  
C a f f e i n e  C a f f e i n e  M e a n  S t d e v  C o n f i d e n c e  
c o n c e n t r a t i o n  c o n c e n t r a t i o n  C o n c e n t r a t i o n  ( n g ~ - ' )  i n t e r v a l  
i n  1  m L  e x t r a c t  i n  e f f l u e n t  ( n g ~ - ' )  ( n g L - l )  
( r n q L - l )  -  -  ( n q ~ l )  ( n  =  3 )  ( n  =  3 )  
-  
-  -  
-  
P e a k  a r e a s  
f r o m  
r e p l i c a t e  
i n j e c t i o n s  
S a m p l e  
1  1 7 4 . 1  
S a m p l e  
2  
S a m p l e  
3  
S a m p l e  
4  
S a m p l e  
5  
S a m p l e  
6  
I  
S a m p l e  1  S a m p l e  2  S a m p l e  3  S a m p l e  4  S a m p l e  5  S a m p l e  6  
I  
F i g u r e  5 . 1 :  H i s t o g r a m  s h o w i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  i n  t h e  e f f l u e n t  
s a m p l e s .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  a s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  
5 . 1 .  
5 . 2 . 1 :  C o m p a r a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  i n  t h e  e f f l u e n t  s a m p l e s  
F r o m  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  c a f f e i n e  w a s  d e t e c t e d  i n  e a c h  o f  t h e  s i x  e f f l u e n t  s a m p l e s  a t  a  
m e a n  c o n c e n t r a t i o n  o f  8 6 4  n g ~ - ' ,  w i t h  a  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  1 7 5 . 4  n g ~ - '  ( n  =  6 ) .  A s  
t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  s h o w s ,  t h e r e  w a s  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
c a f f e i n e  f r o m  o n e  s a m p l e  t o  a n o t h e r ,  e v e n  w h e n  t h e  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  a r e  t a k e n  i n t o  
c o n s i d e r a t i o n .  T h i s  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  t u r b u l e n c e  t h a t  e x i s t s  a r o u n d  t h e  p o i n t  
w h e r e  t h e  W W T P  e f f l u e n t  j o i n s  t h e  s t r e a m  o f  c o o l i n g  w a t e r  r e s u l t i n g  i n  a n  u n e v e n  
m i x i n g  o f  t h e  t w o  s t r e a m s  a t  t h e  p o i n t  o f  s a m p l i n g .  A n o t h e r  c o n s i d e r a t i o n  t h a t  m a y  b e  
r e l e v a n t  i s  t h e  e x i s t e n c e  o f  s e v e r a l  p o i n t s  o f  e x i t  o f  t h e  e f f l u e n t  i n t o  t h e  c o o l i n g  w a t e r  
( s e e  p l a t e  2 . 1 4 ,  p . 5 2 ) .  T h e r e  m a y  b e  s o m e  d i f f e r e n c e  i n  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  e f f l u e n t  
c o m i n g  f r o m  e a c h  e x i t  t h a t  g i v e s  r i s e  t o  t h i s  d i f f e r e n c e  i n  c o n c e n t r a t i o n .  G r e a t e r  
k n o w l e d g e  o f  t h e  W W T P  s y s t e m  w o u l d  b e  n e e d e d  b e f o r e  c o m m e n t i n g  f u r t h e r .  
5 . 2 . 2 :  A n a l y s i s  o f  e f f l u e n t  s a m p l e s  f o r  e s t r a d i o l  a n d  f o r  e t h y n y l e s t r a d i o l  
U s i n g  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  a b o v e  i n  T a b l e  4 . 3 ,  ( p .  9 4 )  t h e  e f f l u e n t  s a m p l e s  w e r e  
a n a l y s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r e s e n c e  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l  a n d  
e t h y n y l e s t r a d i o l .  A  r e p r e s e n t a t i v e  c h r o m a t o g r a m  o f  a  s a m p l e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 2  
s u p e r i m p o s e d  o n  a  c h r o m a t o g r a m  o f  a  s t a n d a r d  s o l u t i o n  o f  t h e  e s t r o g e n s .  F r o m  t h i s  
s t u d y  e s t r a d i o l  w a s  d e t e c t e d  i n  e a c h  o f  t h e  s a m p l e s  b u t  t h e r e  w a s  n o  e v i d e n c e  o f  
e t h y n y l e s t r a d i o l .  
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e r )  
F i g u r e  5 . 2 :  C h r o m a t o g r a m s  o f  e f f l u e n t  s a m p l e  1  ( r e d  t r a c e ) ,  e f f l u e n t  s a m p l e  1  ( s p i k e d )  ( g r e e n  
t r a c e )  a n d  a  s t a n d a r d  s o l u t i o n  o f  e s t r a d i o l  a n d  e t h y n y l e s t r a d i o l  ( b l u e  t r a c e ) .  T h e  m o b i l e  p h a s e  
w a s  4 5 %  a c e t o n i t r i l e  a t  1  m ~ m i n - l ,  F L D  a t  E x  2 3 0  n m  a n d  E m  3 1 0  n m .  
T a b l e  5 . 2 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  p r e s e n c e  o f  e s t r a d i o l  i n  e f f l u e n t  s a m p l e s ,  v o l u m e  2 . 7 7  L .  
C a l i b r a t i o n  e q u a t i o n ,  Y  =  1 4 8 . 6 X  +  1 . 4 6 1 3 ,  R ~  =  1 .  C o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  h a v e  b e e n  
o b t a i n e d  u s i n g  t , x s / d n - 1 ) ,  w h e r e  t ,  =  t g 5 % ,  2  d . f .  f o r  a  t w o  t a i l e d  t e s t .  
P e a k  a r e a s  C o n c e n t r a t i o n  M e a n  c o n c e n t r a t i o n  S t d e v  C o n f i d e n c e  
k o m  e s t r a d i o l  i n  C o n c e n t r a t i o n  e s t r a d i o l  i n  e f f l u e n t  ( n & - ' )  i n t e r v a l  
r e p l i c a t e  1 m L  e x t r a c t s  e s t r a d i o l  i n  e f f l u e n t  ( n & - ' )  ( n & - ' )  
i n j e c t i o n s  
-  -  
( n =  3 )  ( n =  3 )  
S a m p l e  1  1 7 7 . 8  1 . 1 8 7  4 2 8 . 5 2  
1 8 8 . 1  1 . 2 5 6  4 5 3 . 4 3  
2 0 6 . 3  1 . 3 7 8  4 9 7 . 4 7  
S a m p l e  2  
S a m p l e  3  
S a m p l e  4  
S a m p l e  5  
S a m p l e  6  1 5 6 . 9  1 . 0 4 6  3 7 7 . 6 2  
1 4 2 . 4  0 . 9 4 8  3 4 2 . 2 4  
1 5 8 . 9  1 . 0 5 9  3 8 2 . 3 1  3 6 7 . 3 9  2 1 . 9 1  6 6 . 6 3  
-  
 
S a m p l e  1  S a m p l e  2  S a m p l e  3  S a m p l e  4  S a m p l e  5  S a m p l e  6  
I  
I  
T i g u r e  5 . 3 :  H i s t o g r a m  s h o w i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  E s t r a d i o l  i n  t h e  W W T P  e f f l u e n t  
i a m p l e s .  E r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  a s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  5 . 2  
5 . 2 . 3 :  C o m p a r a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e s t r a d i o l  i n  e f f l u e n t  s a m p l e s  
I n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  e s t r a d i o l  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  e a c h  o f  t h e  e f f l u e n t  s a m p l e s  a t  a  m e a n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  4 6 5  n g ~ - ' ,  w i t h  a  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  1 1 0 . 3  n g ~ - '  ( n  =  6 ) .  T h e  w i d e  
v a r i a t i o n  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  o n e  s a m p l e  t o  a n o t h e r ,  t h a t  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  c a s e  
o f  c a f f e i n e ,  i s  a g a i n  a p p a r e n t  i n  t h e  c a s e  o f  e s t r a d i o l ,  t h o u g h  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  i s  
n o t  a s  g r e a t .  
T h e  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l  i n  t h e s e  s a m p l e s  o f  e f f l u e n t  i s  c o n s i d e r a b l y  i n  
e x c e s s  o f  r e p o r t e d  v a l u e s  f o r  t h i s  c o m p o u n d  i n  c o m p a r a b l e  m a t r i c e s ,  e . g .  L i u  e t  a l .  [ 9 1 ]  
r e p o r t  1 4  -  1 7  n g L - '  o f  t h i s  c o m p o u n d  i n  s e w a g e  o u t f a l l  a n d  B r a g a  e t  a l .  [ 9 3 ]  r e f e r  t o  a  
r e p o r t e d  v a l u e  o f  1 4  n g L - '  i n  t r e a t e d  e f f l u e n t .  
5 . 2 . 4 :  A d j u s t m e n t  o f  t h e  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  e s t r a d i o l  i n  
t h e  W W T P  e f f l u e n t  s a m p l e s  
T o  a l l o w  f o r  t h e  d i s c r e p a n c y  t h a t  m u s t  e x i s t  b e t w e e n  t h e  m e a s u r e d  a n d  t h e  a c t u a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  i n  t h e  e f f l u e n t  s a m p l e s  t h e  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  
w e r e  a d j u s t e d  b y  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h e  %  r e c o v e r y  o f  t h e  m e t h o d  a s  d e t e r m i n e d  
i n  S e c t i o n  4 . 3 ,  ( p .  1 0 1 ) .  T h e  %  r e c o v e r y  o f  c a f f e i n e  w a s  8 3 . 2  a n d  o f  e s t r a d i o l  w a s  
8 8 . 9  ( s e e  T a b l e  4 . 1 2 ,  p .  1 0 4 ) .  B y  a p p l y i n g  a n  a p p r o p r i a t e  m u l t i p l e  t o  t h e  m e a s u r e d  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  t w o  a n a l y t e s  a n  a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  w a s  e s t i m a t e d .  
T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  5  - 3 .  
T a b l e  5 . 3 :  M e a s u r e d  a n d  a d j u s t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  o f  e s t r a d i o l  
i n  s a m p l e s  o f  W W T P  e f f l u e n t  
M e a s u r e d  A c t u a l  M e a s u r e d  A c t u a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  
c o n c e n t r a t i o n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  
C a f f e i n e  i n  o f  c a f f e i n e  i n  
e s t r a d i o l  i n  o f  e s t r a d i o l  
e f f l u e n t  e f f l u e n t  
e f f l u e n t  i n  e f f l u e n t  
S a m p l e  -  
. -  ( n q  L - I )  ( n g  L " )  ( n q L - l )  
1  8 9 3 . 1  1 0 7 3 . 4  4 5 9 . 8  5 1 7 . 2  
0  
2  7 7 3 . 3  9 2 9 . 5  6 0 6 . 3  6 8 2 . 0  
5 . 2 . 5 :  R e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  e s t r a d i o l  i n  e f f l u e n t  s a m p l e s  
I n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  a n y  r e l a t i o n s h i p  t h a t  m i g h t  e x i s t  b e t w e e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  t h e  d e t e c t e d  a n a l y t e s  t h e  r a t i o  o f  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  w a s  c a l c u l a t e d .  T a b l e  
5 . 4  l i s t s  t h e  v a l u e s  o f  t h e  r a t i o s  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  t w o  a n a l y t e s  i n  t h e  
e f f l u e n t  s a m p l e s .  
T a b l e  5 . 4 :  C o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  e s t r a d i o l  a n d  t h e i r  r a t i o s  i n  s i x  
s a m p l e s  o f  W W T P  e f f l u e n t  
. .  -  
A c t u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
A c t u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f -  
c a f f e i n e  i n  e f f l u e n t  e s t r a d i o l  i n  e f f l u e n t  R a t i o  o f  
- -  ( r i a l - ' )  ( n q ~ ' )  c o n c e n t r a t i o n s  
1 0 7 3 . 4  5 1 7 . 2 1  2 . 1  
T h e  i n f o r m a t i o n  l i s t e d  i n  T a b l e  5 . 4  i s  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e  5 . 4  
n p l e  1  c  
F i g u r e  5 . 4 :  H i s t o g r a m  s h o w i n g  t h e  a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  
e s t r a d i o l  i n  e f f l u e n t  s a m p l e s  
1 6 0 0  -  
1 4 0 0  -  
1 2 0 0 .  
-  
2 .  1 0 0 0  -  
F  
"  
C  
=  B O O  -  
2  
C  
8  
8  6 0 0  -  
4 0 0  -  
2 0 0  -  
0 -  
~ p l e  3 a m p l e  p l e  5  S i  
I  C a f f e l n e  H  E s t r a d l o l  
Discussion 
With t l ~ e  exception of Sample 2 the ratio of the concentrations of the two 
compounds in the WWTP effluent approaches 2. If this sample is excluded from 
consideration the mean ratio is 2.16, (RSD 9.33. The consistence of the ratio 
between the concentrations of caffieine and estradiol supports the view that the 
reason for the wide variation in concentration from one sample to anather is due 
to turbulence at the point of sampling rather than a difference in composition at 
different exit points. 
5 . 3 :  T h e  p i l o t  s t u d y  
A s  e x p l a i n e d  a b o v e  ( S e c t i o n  2 . 5 . 2 ,  p .  6 6 )  a  p i l o t  s t u d y  o f  f i v e  o f  t h e  r a n d o m l y  
s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  g a i n  e x p e r i e n c e  i n  a c c e s s i n g  t h e  
s a m p l i n g  s i t e s ,  i n  c o l l e c t i n g  t h e  s a m p l e s  a n d  i n  a p p l y i n g  t h e  m e t h o d s  o f  
e x t r a c t i o n  a n d  a n a l y s i s  t o  t h e s e  s a m p l e s .  
T h e  t r i p l i c a t e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  t h e  s i t e s  s e l e c t e d  f o r  t h e  p i l o t  s t u d y  w e r e  
e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d  f o r  c a f f e i n e  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T a b l e  5 . 5  l i s t s  t h e  r e s u l t s  
o f  t h i s  a n a l y s i s  a n d  F i g u r e  5 . 5  s h o w s  a  h i s t o g r a m  o f  t h e  m e a n  v a l u e s  f o r  e a c h  
s i t e .  
T a b l e  5 . 5 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  c a f f e i n e  i n  t r i p l i c a t e  s a m p l e s  
f r o m  f i v e  o f  t h e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e  
- -  -  
S a m p l e  A  S a m p l e  B  S a m p l e  C  M e a n  S t d e v  
S i t e  ( n g L - l )  ( n g L - ' )  ( n g L - l )  ( n p ~ - ' )  ( n g L - ' )  R S D  
S i t e  2 9  6 9 . 6  1 1 6 . 8  9 0 . 6  9 2 . 3  2 3 . 6  2 5 . 6  
S i t e  4 0  
S i t e  7 0  
S i t e  9 1  
S i t e  1 0 7  2 3 . 4  2 4 . 7  1 6 . 9  2 1 . 7  4 . 2  1 9 . 4  
" E x c l u d e d  i n  c a l c u l a t i n g  t h e  m e a n ;  s e e  b e l o w .  
I  
S i t e  2 9  S i t e  4 0  S i t e  7 0  S i t e  9 1  S l t e  1 0 7  
I  
F i g u r e  5 . 5 :  M e a n  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  i n  t r i p l i c a t e  s a m p l e s  f r o m  t h e  
p i l o t  s t u d y .  E r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  w i t h i n  a  t r i p l i c a t e  s e t  o f  
s a m p l e s  
D i s c u s s i o n  
F r o m  t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  c a f f e i n e  h a s  b e e n  d e t e c t e d  a n d  q u a n t i f i e d  i n  e a c h  o f  t h e  s i t e s  
c h o s e n  f o r  t h e  p i l o t  s t u d y ,  b u t  a t  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  w a s  m e a s u r e d  
i n  t h e  e f f l u e n t  s a m p l e s  f o r  w h i c h  a  m e a n  v a l u e  o f  8 6 4  n g ~ "  ( n  =  6 )  w a s  o b t a i n e d .  B o t h  
S i t e s  9 1  a n d  1 0 7  ( P l a t e s  2 . 1 0  a n d  2 . 1  1 )  a r e  s o u t h  o f  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l .  S i t e s  2 9 ,  4 0  
a n d  7 0  ( P l a t e s  2 . 3 ,  2 . 5  a n d  2 . 7 )  a r e  n o r t h  o f  t h i s  b a r r i e r .  T h e  i n t u i t i v e  b e l i e f s  t h a t ,  a s  a  
r e s u l t  o f  d i l u t i o n  a n d  o t h e r  p h y s i c a l  e f f e c t s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t h r o p o g e n i c  a n a l y t e s  
w o u l d  d i m i n i s h  a p p r e c i a b l y  w i t h  d i s t a n c e  f i o m  t h e  p o i n t  o f  e x i t  o f  t h e  W W T P  e f f l u e n t  
a n d  t h a t  i t  w o u l d  b e  h i g h e r  n o r t h  o f  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l  t h a n  s o u t h  o f  t h i s  b a r r i e r  s e e m  
t o  b e  s u p p o r t e d  b y  t h e s e  r e s u l t s .  
S i t e s  2 9  a n d  4 0  ( s e e  m a p ,  F i g u r e  2 . 1 ,  p .  4 4 )  b o t h  b e l o n g  t o  a n  a r e a  i n  w h i c h  f r e e  
c i r c u l a t i o n  o f  t h e  w a t e r  o f  t h e  b a y  i s  i m p e d e d  b y  t h e  c a u s e w a y  r u n n i n g  f r o m  t h e  
m a i n l a n d  t o  t h e  B u l l  I s l a n d .  T o g e t h e r  w i t h  t i d a l  e f f e c t s  t h i s  m a y  b e  a  f a c t o r  i n  t h e  
s l i g h t l y  h i g h e r  v a l u e  s h o w n  a t  t h e s e  s i t e s  t h a n  a t  S i t e  7 0  w h i c h  i s  n e a r e r  t o  t h e  p o i n t  o f  
d i s c h a r g e  o f  t h e  W W T P  e f f l u e n t  a n d  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t o  s h o w  a  h i g h e r  v a l u e  t h a n  w a s  
m e a s u r e d .  
S i t e  9 1  i s  w i t h i n  t h e  p i e r s  o f  D u n  L a o g h a i r e  H a r b o u r .  T h e r e  a r e  b o a t s  m o o r e d  w i t h i n  t h e  
h a r b o u r  a n d  s e v e r a l  p r e m i s e s  b o t h  o n  t h e  p i e r s  a n d  a l o n g  t h e  w a t e r f r o n t  t h a t  m a y  f l u s h  
t h e  c o n t e n t s  o f  k i t c h e n s  s i n k s  e t c .  i n t o  t h e  h a r b o u r  w a t e r s .  A  l o c a l i z e d  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n  o f  s u c h  m a t e r i a l  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  a n o m a l o u s  v a l u e  a c h i e v e d  f o r  
S a m p l e  A  ( F i g u r e  5 . 5 )  f r o m  t h i s  s i t e ,  r a t h e r  t h a n  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  N e v e r t h e l e s s  t h i s  
v a l u e  h a s  b e e n  e x c l u d e d  f r o m  c o n s i d e r a t i o n  i n  c a l c u l a t i n g  t h e  m e a n  o f  t h e  v a l u e s  f o r  
e a c h  s i t e .  
5 . 4 :  T h e  m a i n  s a m p l i n g  c a m p a i g n  
C o m p l e t i o n  o f  t h e  p i l o t  s t u d y  i n d i c a t e d  t h a t  s a m p l e s  c o u l d  b e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  
r a n d o m l y  s e l e c t e d  s i t e s  a n d  e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  e s t a b l i s h e d  
p o t o c o l s .  A n a l y s i s  o f  t h e  s a m p l e s  c o l l e c t e d  a t  t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  t h e  WVVTP 
e f f l u e n t  h a d  s h o w n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a f f e i n e  a n d  e s t r a d i o l  a n d  h a d  s u g g e s t e d  t h e  p o s s i b l e  
e x i s t e n c e  o f  a  2 :  1  r a t i o  i n  t h e i r  c o n c e n t r a t i o n s .  
T h e  m a i n  s a m p l i n g  c a m p a i g n  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  e s t i m a t e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  
a n a l y t e s  i n  t h e  r e g i o n  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  1 5  r a n d o m l y  s e l e c t e d  s i t e s  ( F i g u r e  2 . 1 )  a n d  t o  
i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  a n y  r e l a t i o n s h i p  m i g h t  e x i s t  b e t w e e n  t h e i r  c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  w o u l d  
a l l o w  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  o n e  a n t h r o p o g e n i c  p o l l u t a n t  t o  b e  u s e d  a s  a n  i n d e x  f o r  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  o t h e r s .  T h u s  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  t r i p l i c a t e  f r o m  t h e  1 5  s a m p l i n g  
s i t e s  a n d  a n a l y s e d  f o r  c a f f e i n e  a n d  f o r  e s t r a d i o l  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
5 . 4 . 1 :  A n a l y s i s  o f  t h e  e x t r a c t s  f o r  c a f f e i n e  
A f t e r  c a f f e i n e  h a d  b e e n  i d e n t i f i e d  a n d  q u a n t i f i e d  i n  t h e  e x t r a c t s  o n e  s a m p l e  f r o m  e a c h  
t r i p l i c a t e  s e t  w a s  s p i k e d  w i t h  a  s t a n d a r d  s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  a g a i n  a n a l y s e d .  A n  
i n c r e a s e  i n  t h e  a r e a  o f  t h e  r e l e v a n t  p e a k  w a s  a c c e p t e d  a s  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  i d e n t i t y  o f  
t h e  p e a k .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  s a m p l e s  f o r  c a f f e i n e  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  5 . 6  
a n d  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e s  5 . 6  a n d  5 . 7  a n d  i n  F i g u r e  5 . 8  t h e  m e a n  m e a s u r e d  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  h a v e  b e e n  s u p e r i m p o s e d  o n  t h e  m a p  s h o w i n g  t h e  p o s i t i o n  o f  
t h e  s a m p l i n g  s i t e s .  
T a b l e  5 . 6 :  C o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  i n  t r i p l i c a t e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  1 5  s a m p l i n g  
s i t e s .  E a c h  m e a s u r e m e n t  h a s  b e e n  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  m e a n  o f  t h r e e  p e a k  a r e a s .  
S a r n ~ l e  A  S a r n ~ l e  B  S a r n u l e  C  M e a n  S t d e v  
(  n i ~ - ' )  ( n q ' ~ - ' )  ( n q ' ~ - ' )  ( n q L - ' )  ( n q L - ' )  R S D  
S i t e  5  7 8 . 8 8  -  7 4 . 0 2  6 4 . 8 2  7 2 . 6  7 . 1  9 . 8  
S i t e  1 9  
S i t e  2 9  
S i t e  3 0  
S i t e  4 0  
S i t e  5 0  
S i t e  7 0  
S i t e  7 2  
S i t e  7 4  
S i t e  7 6  
S i t e  8 2  
S i t e  9 1  
S i t e  1 0 7  
S i t e  1 1 0  
S i t e  1 1 2  
* T h i s  a n o m a l o u s  r e s u l t  h a s  b e e n  e x c l u d e d  f r o m  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  m e a n  f o r  
t h i s  s i t e .  S e e  b e l o w .  
S i t e  5  S i t e  1 9  S i t e  2 9  S i t e  3 0  S l t e  4 0  S i t e  5 0  S i t e  , U  S i t e  7 2  S i t e  7 4  S I L C  7 6  S i t e  8 2  S i t e  9 1  
S i t e  S i t e  S i t e  
1 0 7  1 1 0  1 1 2  
-  -  
S a m p l e  A  . S a m p l e  B  a  S a m p l e  C  
r i g u r e  5 . 6 :  H i s t o g r a m  s h o w i n g  t h e  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  i n  t r i p l i c a t e  
a m p l e s  t a k e n  f r o m  f i f t e e n  r a n d o m l y  s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s  
I  
S i t e  5  S l t e  1 9  S i t e  2 9  S l t e  3 0  S i t e  4 0  S i t e  5 0  S i t e  7 0  S l t e  7 2  S i t e  7 4  S i t e  7 6  S i t e  8 2  S l t e  9 1  
S l t e  S l t e  
SLte 
1 0 7  1 1 0  1 1 2  
I  
I  I  
F i g u r e  5 . 7 :  H i s t o g r a m  s h o w i n g  m e a n  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  i n  f i f t e e n  
r a n d o m l y  s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s  ( e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  t h r e e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  e a c h  s a m p l i n g  s i t e ) .  T h e  
a n o m a l o u s  v a l u e  m e a s u r e d  f o r  S a m p l e  B ,  S i t e  1 9  ( s e e  F i g .  5 . 6 ) ,  h a s  n o t  b e e n  
i n c l u d e d  i n  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  m e a n  f o r  t h i s  s i t e .  
F i g u r e  5 . 8 :  R e p r o d u c t i o n  o f  m a p  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 1  w i t h  m e a s u r e d  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  s h o w n  ( c o n c e n t r a t i o n s  i n  n g ~ - ' )  
5 . 4 . 2 :  D i s t r i b u t i o n  o f  c a f f e i n e  w i t h i n  t h e  b a y  
T h e  p a t t e r n  i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c a f f e i n e  i n  t h e  s e a w a t e r  o f  t h e  b a y  t h a t  w a s  
d e t e c t e d  w i t h  t h e  l i m i t e d  n u m b e r  o f  s a m p l e s  a n a l y s e d  i n  t h e  p i l o t  s t u d y  h a s  b e e n  
r e p e a t e d  w i t h  t h e  g r e a t e r  n u m b e r  o f  s a m p l e s  t a k e n  i n  t h i s  m o r e  e x t e n s i v e  
s a m p l i n g  c a m p a i g n .  F r o m  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  i t  w a s  f o u n d  t h a t ,  w i t h  
t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  c o l l e c t e d  f r o m  s i t e  1 9 ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  
i n  t h e  s e a w a t e r  s a m p l e s  w a s  f o u n d  t o  d e c r e a s e  a s  d i s t a n c e  f r o m  t h e  p o i n t  o f  
d i s c h a r g e  o f  t h e  W W T P  e f f l u e n t  i n c r e a s e d .  A l l  t h e  s a m p l e s ,  w i t h  o n e  e x c e p t i o n ,  
t a k e n  f r o m  n o r t h  o f  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l  h a d  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  g r e a t e r  
t h a n  i n  t h o s e  t a k e n  f r o m  s i t e s  s o u t h  o f  t h i s  b a r r i e r .  T h e  u n e x p e c t e d l y  h i g h  v a l u e  
o b t a i n e d  a t  s i t e  1 9  c a n ,  p o s s i b l y ,  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s i z e a b l e  
s t r e a m  t h a t  f l o w s  t h r o u g h  t h e  s u b u r b s  o f  S a n t r y ,  C o o l o c k  a n d  R a h e n y  a n d  o p e n s  
i n t o  t h e  b a y  a t  t h i s  s i t e .  T h i s  s t r e a m  m a y  c o l l e c t  t h e  o v e r f l o w  f r o m  d o m e s t i c  
d r a i n s ,  e t c .  r e s u l t i n g  i n  a  h i g h e r  t h a n  e x p e c t e d  r e a d i n g  f o r  t h e  s a m p l e s  f r o m  t h i s  
s i t e .  T h e  a n o m a l o u s  r e s u l t  a c h i e v e d  f o r  s a m p l e  B  a t  t h i s  s i t e  ( s e e  F i g u r e  5 . 6 )  m a y  
b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  u n e v e n  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  r i v e r w a t e r  o n  i t s  i m m e d i a t e  e n t r y  
i n t o  t h e  s e a w a t e r  o f  t h e  b a y .  
T h e  s l i g h t l y  h i g h e r  v a l u e  m e a s u r e d  a t  s i t e  9  1  ( s e e  F i g u r e  5 . 7 )  t h a n  w a s  m e a s u r e d  
i n  t h e  s u r r o u n d i n g  w a t e r s  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  c o n s i d e r a t i o n s  d i s c u s s e d  i n  
S e c t i o n  5 . 3 .  
S i t e  7 0  i s  a l o n g  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l ,  a b o u t  5 0 0  m  f r o m  t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  
t h e  W W T P .  T h e  v a l u e  m e a s u r e d  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  a t  t h i s  s i t e  i s  
a b o u t  3 0 %  o f  t h e  m e a n  v a l u e  m e a s u r e d  a t  t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e .  
S i t e s  2 9 ,  4 0  a n d  5 0  a r e  a l l  b o u n d  t o  t h e  s o u t h  b y  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l  a n d  t o  t h e  
n o r t h  b y  t h e  c a u s e w a y  f r o m  t h e  m a i n l a n d  t o  t h e  B u l l  I s l a n d .  T h e  s e d i m e n t  i n  t h i s  
a r e a  i s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  e x p o s e d  a t  l o w  t i d e .  T h e  i n c o m i n g  t i d e ,  f l o w i n g  p a s t  
t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  t h e  e f f l u e n t ,  m u s t  f i l l  t h i s  a r e a  w i t h  s e a w a t e r  t h a t  
c o n t a i n s  a n  a p p r e c i a b l e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o n s t i t u e n t s  o f  t h a t  d i s c h a r g e .  
T h e  v a l u e  m e a s u r e d  a t  s i t e  3 0  i s  s l i g h t l y  l o w e r  t h a n  o t h e r  v a l u e s  n o r t h  o f  t h e  
S o u t h  B u l l  W a l l .  T h i s  d i s c r e p a n c y ,  p o s s i b l y ,  r e f l e c t s  t h e  m o r e  e x p o s e d  p o s i t i o n  
o f  t h i s  s i t e .  I t  i s  o u t s i d e  o f  t h e  N o r t h  B u l l  W a l l ,  t h o u g h  s t i l l  p r o t e c t e d  f r o m  t h e  
o p e n  s e a  b y  H o w t l ~  H e a d .  
5 . 4 . 3 :  C h r o m a t o g r a m s  
C h r o m a t o g r a m s  o f  r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e s  5 . 9 1 a )  a n d  5 . 9 @ )  
s u p e r i m p o s e d  o n  c l m m a t o g r a m s  o f  t h e  s a m e  s a m p I e s  a f t e r  s p i k i n g  w i t h  a  
s t a n d a r d  s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e .  C h r o m a t o g r a m s  o f  o t h e r  s a m p l e s  a r e  s h o w n  i n  
A p p e n d i x  I .  
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e s )  
F i g u r e  5 . 9 ( a ) :  C h r o m a t o g r a m s  o f  S a m p l e  5 0 A  b e f o r e  ( b l u e  t r a c e )  a n d  a f t e r  
( r e d  t r a c e )  s p i k i n g .  R e t e n t i o n  t i m e  o f  c a f f e i n e  6  m i n u t e s  w i t h  2 0 %  a c e t o n i t r i l e  
a t  0 . 8  m L  m i n - l .  D e t e c t i o n  a t  2 7 2  n m  
0 . 0  R e t e n t i o n  time ( m i n u t e s )  2 0  . O  
F i g u r e  5 . 9 ( b ) :  C h r o m a t o g r a m s  o f  S a m p l e  7 2 A  b e f o r e  ( b l u e  t r a c e )  a n d  a f t e r  
( r e d  t r a c e )  s p i k i n g .  R e t e n t i o n  t i m e  o f  c a f f e i n e  6  m i n u t e s  w i t h  2 0 %  a c e t o n i t r i l e  
a t  0 . 8  m L  m i d 1 .  D e t e c t i o n  a t  2 7 2  n m .  
5 . 4 . 4 :  A n a l y s i s  o f  t h e  e x t r a c t s  f o r  e s t r a d i o l :  
A f t e r  a n a l y s i s  o f  t h e  e x t r a c t s  f o r  c a f f e i n e  h a d  b e e n  c o m p l e t e d  t h e  s a m e  e x t r a c t s  
w e r e  a n a l y s e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  e s t r a d i o l  u s i n g  t h e  e s t a b l i s h e d  m e t h o d  f o r  t h e  
i d e n t i f i c a t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h i s  c o m p o u n d  s u m m a r i z e d  a s  i n  T a b l e  4 . 3 .  
A f t e r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  c o m p o u n d  h a d  b e e n  i d e n t i f i e d  a n d  q u a n t i f i e d  i n  t h e  
e x t r a c t s  o n e  s a m p l e  i n  e a c h  t r i p l i c a t e  s e t  w a s  s p i k e d  w i t h  a  s t a n d a r d  s o l u t i o n  o f  
t h i s  c o m p o u n d  a n d  a n a l y s e d  o n c e  a g a i n .  A n  i n c r e a s e  i n  t h e  a r e a  o f  t h e  r e l e v a n t  
p e a k  w a s  a c c e p t e d  a s  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  i d e n t i t y  o f  t h a t  p e a k .  
T a b l e  5 . 6 :  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  e s t r a d i o l  i n  t r i p l i c a t e  s a m p l e s  
t a k e n  f r o m  f i f t e e n  r a n d o m l y  s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s .  
M e a n  
S a m p l e  A  S a m p l e  6  S a m p l e  C  C o n c e n t r a t i o n  S t d e v  
( n a L - I )  ( ~ Q L - ' )  ( n a L - l )  ( ~ Q L - ' )  I n g L - l )  R S D  
S i t e  5  2 9 6 . 3  3 5 7 . 8  2 7 5 . 9  3 1 0  4 2 . 6 3  1 3 . 8  
S i t e  1 9  2 6 5 . 7  2 2 8 . 8  2 4 8 . 7  2 4 7 . 7 3  1 8 . 4 7  7 . 5  
S i t e  2 9  3 1 1 . 3  2 2 1 . 6  2 0 4 . 2  2 4 5 . 7  5 7 . 4 7  2 3 . 4  
S i t e  3 0  
S i t e  4 0  
S i t e  5 0  
S i t e  7 0  
S i t e  7 2  
S i t e  7 4  
S i t e  7 6  
S i t e  8 2  
S i t e  9 1  
S i t e  1 0 7  
S i t e  1 1 0  -  -  
4 8 . 9  
4 8 . 9  -  
-  
S i t e  1 1 2  
5 2 . 7  8 8 . 3  
1 8 0 . 3  1 0 7 . 1  
6 5 . 8 4  6 1 . 5  
T h e  d a t a  t h a t  i s  l i s t e d  i n  T a b l e  5 . 6  i s  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e s  5 . 1 0  a n d  5 . 1  1 .  
S i t e  5  S i t e  1 9  S i t e  2 9  S i t e  3 0  S i t e  4 0  S i t e  5 0  S i t e  7 0  S i t e  7 2  S i t e  7 4  S i t e  7 6  S i t e  8 2  S i t e  9 1  
S i t e  
S i t e  S i t e  
1 0 7  1 1 0  1 1 2  
I  
S a m p l e  A  S a m p l e  B  . S a m p l e  C  
F i g u r e  5 . 1 0 :  H i s t o g r a m  s h o w i n g  t h e  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e s t r a d i o l  i n  
: r G l i c a t e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  f i f t e e n  r a n d o m l y  s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s .  
A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  5 . 1 0  t h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
e s t r a d i o l  i n  t h e  t h r e e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  w i t h i n  m a n y  o f  t h e  s a m p l i n g  s i t e s .  S u c h  a  l a r g e  
v a r i a t i o n  w a s  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c a f f e i n e  i n  t h e  t r i p l i c a t e  s a m p l e s  ( s e e  
F i g u r e  5 . 6 ) .  S t a n d a r d  d e v i a t i o n s  a r e  r e p r e s e n t e d  a s  e r r o r  b a r s  i n  t h e  h i s t o g r a m  o f  t h e  m e a n  
c o n c e n t r a t i o n s  a t  e a c h  s a m p l i n g  s i t e  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1  1 .  
T h i s  l a r g e  v a r i a t i o n  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l  i n  t h e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  m a n y  o f  t h e  
s a m p l i n g  s i t e s  m a y  b e  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  l a p s e  o f  t i m e  b e t w e e n  c o l l e c t i n g  a n d  e x t r a c t i n g  
t h e  s a m p l e s  a n d  a n a l y z i n g  t h e m  f o r  t h e  s t e r o i d s .  D u r i n g  t h i s  t i m e  t h e  s a m p l e s  w e r e  
a n a l y s e d  f o r  c a f f e i n e .  D e s p i t e  b e i n g  k e p t  i n  a i r t i g h t  s a m p l e  t u b e s  s o m e  e v a p o r a t i o n  o f  
s o l v e n t  m a y  h a v e  o c c u r r e d  r e s u l t i n g  i n  a n  i n c r e a s e d ,  b u t  v a r i a b l e ,  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
a n a l y t e s .  
S i t e  5  S i t e  1 9  S i t e  2 9  S i t e  3 0  S i t e  4 0  S i t e  5 0  S i t e  7 0  S l t e  7 2  S i t e  7 4  S i t e  7 6  S i t e  8 2  S i t e  9 1  S i t e  S i t e  S i t e  
1 0 7  1 1 0  1 1 2  
1  
i g u r e  5 . 1 1 :  M e a n  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l  a t  e a c h  o f  t h e  r a n d o m l y  
3 l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s .  E r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  t h e  t h r e e  
a m p l e s  c o n t r i b u t i n g  t o  e a c h  m e a n  v a l u e .  
5 . 4 . 5 :  D i s t r i b u t i o n  o f  e s t r a d i o l  w i t h i n  t h e  b a y  
F r o m  t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  i t  w a s  f o u n d  t h a t  e s t r a d i o l  w a s  p r e s e n t  a t  e a c h  o f  t h e  r a n d o m l y  
s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s  w i t h i n  t h e  b a y  a t  c o n c e n t r a t i o n s  l e s s  t h a n  t h e  m e a n  v a l u e  
m e a s u r e d  f o r  t h e  e f f l u e n t  s a m p l e s  ( 4 6 5  n g ~ - ' ) .  T h e  d e c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  
t h i s  m e a n  v a l u e  w a s  n o t  a s  g r e a t  a s  t h e  c o r r e s p o n d i n g  d e c r e a s e  t h a t  w a s  o b s e r v e d  f o r  
c a f f e i n e .  
T h e  p a t t e r n  t h a t  w a s  o b s e r v e d  f o r  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c a f f e i n e  w i t h i n  t h e  b a y ,  i . e .  g r e a t e r  
c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  n o r t h  s i d e  o f  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l  t h a n  o n  t h e  s o u t h  s i d e ,  i s  r e p e a t e d  
f o r  e s t r a d i o l ,  b u t ,  t h e  c o n t r a s t  i s  n o t  s o  p r o n o u n c e d ,  e . g .  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l  i n  t h e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  t h e  s o u t h  s i d e ,  i . e .  s i t e s  7 4  t o  1 1 2 ,  i s  
1 5 1  n g L - '  c o m p a r e d  w i t h  a  m e a n  v a l u e  o f  2 5 5  n g L - l  f o r  t h o s e  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  n o r t h  
o f  t h i s  b a r r i e r .  T h e  m e d i a n  v a l u e  o f  t h e  f o r m e r  s e t  o f  s a m p l e s  i s  1 9 2  n g L - l  a n d  o f  t h e  
l a t t e r  i s  2 5 9  n g L - l .  
T h e  h y d r o p h o b i c  n a t u r e  o f  t h e  s t e r o i d  m a y  c a u s e  q u a n t i t i e s  o f  t h i s  c o m p o u n d  t o  
a d h e r e  t o  t h e  s e d i m e n t  o f  t h e  b a y  r e s u l t m g  i n  a n  e q u i l i b r i u m  v a l u e  o f  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  w i t h i n  t h e  a q u e o u s  p h a s e  t o  b e ,  l a r g e l y ,  u n a f f e c t e d  b y  t h e  c o n s t a n t  
a c c r e t i o n s  f r o m  t h e  W W T P  e f f l u e n t .  
5 . 4 . 6 :  C h r o m a t o g r a m s  
C h r o m a t o g r m s  o f  t h e  s a m p l e s  a n d  o f  t h e  s a m p l e s  a f t e r  s p i k i n g  a r e  s h o w n  b e l o w  
F i g u r e s  5 . 1 2 ( a )  -  ( b ) .  I n  e a c h  c a s e  t h e  b l u e  t r a c e  i s  t h a t  o f  t h e  s a m p l e  a n d  t h e  r e d  
t r a c e  i s  t h a t  o f  t h e  s a m e  s a m p l e  a f t e r  s p i k i n g .  
I  
I  
O I J  1 2 . 5  
R e t e n t i a n  t i m s  ( M W )  
F i g u r e  5 . 1 2 ( a ) :  C h r o m a t o g r a m s  o f  S a m p l e  5 A ,  b e f o r e  ( b l u e  t r a c e )  a n d  a f t e r  ( r e d  
t r a c e )  s p i k i n g .  R e t e n t i o n  t i m e  o f  e s t r a d i o l  1 1 . 8  m i n  w i t h  4 5 %  a c e t o n i t r i l e  a t  1  m L  
m i n - ' .  F L D  E x  2 3 0  n m ,  E m  3 1 0  n m .  
R e t e x t h a  t i m e  ( d u t c s )  
F i g u r e  5 . 1 2 ( b ) :  C h r o m a t o g r a m s  o f  S a m p l e  9 1 A ,  b e f o r e  ( b l u e  t r a c e )  a n d  a f t e r  ( r e d  
t r a c e )  s p i k i n g .  R e t e n t i o n  t i m e  o f  e s t r a d i o l  1 1 . 8  m i n  w i t h  4 5 %  a c e t o n i t r i l e  a t  1  m L  
m i n - ' .  F L D  E x  2 3 0  n m ,  E m  3 1 0  n m  
5 . 5 :  R e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  e s t r a d i o l  
T h e  r a t i o  o f  2 : l  t h a t  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  o f  
e s t r a d i o l  i n  t h e  e f f l u e n t  s a m p l e s  w a s  n o t  o b s e r v e d  w i t h i n  t h e  w a t e r  o f  D u b l i n  B a y ,  i n  
f a c t ,  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s t e r o i d  w i t h i n  a  s a m p l i n g  s i t e ,  i n  a l l  b u t  t w o ,  c a s e s  
e x c e e d e d  t h a t  o f  c a f f e i n e .  A  l a r g e  r e s e r v o i r  o f  t h e  m o r e  h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d  i n  t h e  
s e d i m e n t  o f  t h e  b a y  m i g h t  b e  a  f a c t o r  i n  r e v e r s i n g  t h e  r a t i o  o f  t h e s e  t w o  c o m p o u n d s  
f r o m  t h a t  o b s e r v e d  i n  t h e  W W T P  e f f l u e n t .  
S i t e  5  S l t e  1 9  S i t e  2 9  S i t e  3 0  S i t e  4 0  S i t e  5 0  S i t e  7 0  S i t e  ~ 2  S i t e  7 4  S i t e  7 6  S l t e  8 2  S i t e  9 1  5  
S i t e  S i t e  
1 0 7  1 1 0  1 1 2  
C a f f e l n e  W  E s t r a d l o l  
-  
I  
J  I  
F i g u r e  5 . 1 3 :  M e a n  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  o f  e s t r a d i o l  i n  e a c h  o f  
t h e  f i f t e e n  r a n d o m l y  s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s  
5 . 5 . 1 :  A d j u s t m e n t  o f  t h e  m e a s u r e d  a n a I y t e  c o n c e n t r a t i o n s  
T h e  m e a s u r e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  a n a l y t e s  c a f f e i n e  a n d  e s t r a d i o l  w e r e  a d j u s t e d  u s i n g  
t h e  e s t a b l i s h e d  % r e c o v e r y  a s  d e t e r m i n e d  i n  S e c t i o n  4 . 3 ,  ( p .  1 0 1 )  o f  t h e  S P E  m e t h o d  
( T a b l e  3 . 8 ,  p .  8 3 )  a s  e s t i m a t e d  b y  t h e  e s t a b l i s h e d  H P L C  t e c h n i q u e s  ( T a b l e s  4 . 2  a n d  
4 . 3 ,  p .  9 4 ) .  T h i s  w a s  d o n e  t o  a l l o w  f o r  t h e  i n e v i t a b l e  d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  t h e  a c t u a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  a n a l y t e s  i n  t h e  s e a w a t e r  a n d  t h e i r  c o n c e n t r a t i o n  a s  m e a s u r e d  b y  
t h e s e  m e t h o d s .  T h e  r e c o v e r y  r a t e s  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  h a v e  b e e n  s e l e c t e d  f r o m  T a b l e  
4 . 1 2 ,  ( p .  1 0 4 )  a n d  a r e  r e p r o d u c e d  i n  T a b l e  5 . 7 .  T h e  a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  
a n a l y t e s  w a s  e s t i m a t e d  b y  t a k i n g  a n  a p p r o p r i a t e  m u l t i p l e  o f  t h e  m e a s u r e d  
c o n c e n t r a t i o n .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  c a l c u l a t i o n  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  5 . 8  
T a b l e  5 . 7 :  % R e c o v e r y  o f  A n a l y t e s  
( S e l e c t e d  f r o m  T a b l e  4 . 1 2 )  
A n a l y t e  % R e c o v e r y  
C a f f e i n e  8 3 . 2  
E s t r a d i o l  
T a b l e  5 . 8 :  M e a s u r e d  a n d  a d j u s t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  e s t r a d i o l  i n  
s e a w a t e r  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  1 5  r a n d o m l y  s e l e c t e d  s a m p l i n g  s i t e s  
M e a s u r e d  A d j u s t e d  
M e a s u r e d  A d j u s t e d  
c o n c e n t r a t i o n  o f  
c o n c e n t r a t i o n  c o n c e n t r a t i o n  
c o n c e n t r a t i o n  
c a f f e i n e  
o f  c a f f e i n e  
o f  e s t r a d i o l  o f  e s t r a d i o l  
( n q  L - I )  ( n q ~ - l )  ( n g  L - l )  ( n q L - ' )  
S i t e  5  7 2 . 6  8  7  3 1 0  3 4 9  
S i t e  1 9  
S i t e  2 9  
S i t e  3 0  
S i t e  4 0  
S i t e  5 0  
S i t e  7 0  
S i t e  7 2  
S i t e  7 4  
S i t e  7 6  
S i t e  8 2  
S i t e  9 1  
S i t e  1 0 7  
S i t e  1 1 0  
S i t e  1 1 2  
5 . 6 :  C o m p a r i s o n  o f  r e s u l t s  w i t h  r e l e v a n t  r e p o r t e d  r e s u l t s  
F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  c o m p a r i s o n  T a b l e s  2 . 2  a n d  2 . 6  a r e  r e p r o d u c e d  b e l o w .  
( T a b l e  2 . 2 :  R e p o r t e d  v a l u e s  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  i n  
e n v i r o n m e n t a l  w a t e r s . )  
M a t r i x  ( C o u n t r y )  C o n c e n t r a t i o n  R e f e r e n c e  
R i v e r  w a t e r  ( H o l l a n d )  5 0 0  n g L - '  1 3  
S e w a g e  I n f l u e n t  ( N o r w a y )  1 0 4  p g L - '  1 8  
S e w a g e  e f f l u e n t  ( N o r w a y )  0 . 0 7  p g ~ - l  1 8  
S e a w a t e r  ( N o r t h  s e a )  ( 2 . 0 - 1 6 . 1 )  n g L - '  1 9  
S u r f a c e  W a t e r  ( U S A )  ( 0 . 0 0 3 - 1 . 4 4 )  p g L - '  8 5  
E s t u a r y  ( M i a m i )  
4  1 . 2  n g L - '  2 4  
S e a w a t e r  ( B i s c a y n e  B a y )  1  1 . 9  n g L - '  2 4  
B o s t o n  H a r b o u r  ( 1 4 0  - 1 6 0 0 )  n g L m '  6 3  
( T a b l e  2 . 6 :  R e p o r t e d  v a l u e s  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  
e s t r a d i o l  i n  e n v i r o n m e n t a l  m a t r i c e s )  
M a t r i x  R e p o r t e d  v a l u e s  R e f e r e n c e  
O c e a n  s e d i m e n t  0 . 9 n g g - '  9 3  
T r e a t e d  e f f l u e n t  
S e w a g e  o u t f a l l  
S T P  e f f l u e n t  
S e a w a t e r  
( B a l t i c )  
R i v e r  W a t e r  
*  T h i s  f i g u r e  r e p r e s e n t s  a  c o m b i n e d  v a l u e  f o r  e s t r o n e  a n d  e s t r a d i o l  
Discussion 
The concentrations of caffeine that have been measured in this project are, largely, in 
accordance with the values that have been reported for camparable matrices elsewhere. 
However, as Table 2.6 (above) shows, the measured concentrations of estradiol are 
grossly in excess of reported values. This discrepancy cannot but be accepted as an 
argument for the exercise of caution in interpreting the significance of the results of this 
project for the conce~~trations of estradiol in the waters of Dublin bay. 
C o n c l u s i o n  
6 . 1 :  I n t r o d u c t i o n  
A s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  1 . 4  O p .  3 9 )  t h e  a i m  o f  t h e  p r o j e c t  w a s  t o  i d e n t i f y  a  s i n g l e  
a n t h r o p o g e n i c  p o l l u t a n t  t h a t  c o u l d  b e  u s e d  a s  a n  i n d e x  o f  m o r e  w i d e s p r e a d  p o l l u t i o n .  I n  
p u r s u i t  o f  t h i s  a i m  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  c h o o s e  a  s e t  o f  c o m p o u n d s  d e e m e d  t o  h a v e  t h e  
p o t e n t i a l  f o r  a n t h r o p o g e n i c  p o l l u t i o n ,  t o  s e l e c t  a  s i t e  w i t h i n  w h i c h  t h e  t a r g e t  c o m p o u n d s  
w o u l d  b e  l i k e l y  t o  o c c u r  a n d  t o  d e v e l o p  m e t h o d s  f o r  t h e i r  e x t r a c t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n .  
D u b l i n  b a y  w a s  c h o s e n  a s  t h e  s a m p l i n g  a r e a .  S i x  c o m p o u n d s  w e r e  t a r g e t e d  t o  b e  
e x t r a c t e d  b y  s o l i d  p h a s e  t e c h n i q u e s  a n d  d e t e c t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  w a s  b y  H P L C  w i t h  
e i t h e r  U V  o r  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n .  
6 . 1 . 1 :  T h e  s a m p l i n g  s i t e  
T h e  R i n g s e n d  W W T P  c o l l e c t s  a n d  t r e a t s  w a s t e w a t e r  f r o m  a n  a r e a  p o p u l a t e d  b y  o v e r  
1 x  l o 6  i n d i v i d u a l s  a n d  d e l i v e r s  t h e  e f f l u e n t  i n t o  t h e  w a t e r  o f  D u b l i n  b a y .  N u m e r o u s  
r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  i n d i c a t e  t h a t  s u c h  a  m a t r i x  i s  l i k e l y  t o  c o n t a i n  a  r a n g e  o f  
p o l l u t a n t s  t h a t  w o u l d  i n c l u d e  s t e r o i d s ,  s u b s t i t u t e d  p h e n o l s  a n d  p h a r m a c e u t i c a l  r e s i d u e s .  
T h e r e  a r e  n u m e r o u s  p o s i t i o n s  a r o u n d  t h e  b a y  w h e r e  s a m p l e s  c a n  b e  e a s i l y  c o l l e c t e d .  F o r  
t h e s e  r e a s o n s  D u b l i n  b a y  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  i d e a l  f o r  t h e  o v e r a l l  a i m  o f  t h e  p r o j e c t .  
I n  t h i s  p r o j e c t  t h e  s a m p l i n g  s i t e s  w e r e  c h o s e n  b y  r a n d o m  s e l e c t i o n .  T h i s  e n s u r e d  t h a t  
t h e i r  s e l e c t i o n  w a s  u n b i a s e d .  F o r t u i t o u s l y ,  t h e  s e t  o f  s a m p l i n g  s i t e s  w a s  a l s o  c o n s i d e r e d  
t o  b e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  b a y .  P e r h a p s  a n  e q u a l l y  r e p r e s e n t a t i v e ,  a n d  n o  l e s s  b i a s e d ,  
s e l e c t i o n  o f  s i t e s  c o u l d  b e  m a d e  b y  t h e  c a r e f u l  s e l e c t i o n  o f  p a r t i c u l a r  s i t e s  a s  d e s c r i b e d  b y  
R o b e r t s  a n d  T h o m a s  [ 8 3 ]  i n  t h e i r  a n a l y s i s  o f  t h e  w a t e r  i n  t h e  T y n e  e s t u a r y .  
6 . 1 . 2 :  A n a l y t i c a l  m e t h o d s  
H P L C  m e t h o d s  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  c a f f e i n e ,  
m e t h y l p a r a b e n ,  e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  i b u p r o f e n  a n d  n o n y l p h e n o l  w e r e  d e v e l o p e d .  
T h e s e  m e t h o d s  w e r e  l i n e a r  a n d  h a d  s a t i s f a c t o r y  L O D s  a n d  L O Q s .  S u c c e s s  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  a  s i n g l e  i s o c r a t i c  m e t h o d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  t h a t  w a s  
p r a c t i c a b l e  w a s  n o t  a c h i e v e d .  T h o u g h  t h e  s e p a r a t e  m e t h o d s  t h a t  w e r e  d e v e l o p e d  w e r e  
e f f e c t i v e  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  b e t w e e n  t h e  a n a l y s e s  o f  t h e  s e a w a t e r  s a m p l e s  u s i n g  t h e s e  
s e p a r a t e  m e t h o d s  a l l o w e d  f o r  d e t e r i o r a t i o n  i n  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  s a m p l e s .  S i n c e  t h e  s e a w a t e r  
s a m p l e s  w e r e  i n i t i a l l y  a n a l y s e d  f o r  c a f f e i n e  a n d  s o m e w h a t  l a t e r  f o r  e s t r a d i o l  i t  i s  b e l i e v e d  
t h a t  t h e  f o r m e r  s e t  o f  r e s u l t s  w a s  m o r e  i n d i c a t i v e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  a n a l y t e  i n  t h e  
s e a w a t e r  o f  D u b l i n  b a y  t h a n  w a s  t h e  l a t t e r  s e t  i n d i c a t i v e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l .  
6 . 1 . 3 :  S P E  m e t h o d  
T h e  m e a n  r e c o v e r y  r a t e  o f  t h e  S P E  ( s e c t i o n  4 . 3 ,  p .  1 0 1 )  m e t h o d  w a s  e s t i m a t e d  t o  b e  >  7 6 %  
f o r  e a c h  o f  t h e  a n a l y t e s  e x c e p t  f o r  i b u p r o f e n .  T h e  l o w e r  p K ,  v a l u e  o f  t h i s  c o m p o u n d  
e n s u r e d  t h a t  i t  w o u l d  b e  p r e s e n t  i n  a n i o n i c  f o r m  i n  t h e  n e u t r a l ,  o r  s l i g h t l y  a l k a l i n e ,  
s e a w a t e r  m a t r i c e s  h e n c e  t h e  f a i l u r e  o f  a  m e t h o d  w h i c h  u t i l i s e d  a  p r e d o m i n a n t l y  r e v e r s e d  
p h a s e  s o r b e n t ,  S t r a t a - X ,  w a s  n o t  s u r p r i s i n g .  
T h e  e s t a b l i s h e d  m e t h o d  d i d  n o t  i n c l u d e  a c i d i f i c a t i o n  o f  t h e  s e a w a t e r  s a m p l e  s i n c e  t h i s  
p r o c e d u r e  f a v o u r e d  t h e  c o - e x t r a c t i o n  o f  m a t e r i a l  w h i c h ,  w h e n  t h e  r e s u l t i n g  s a m p l e  w a s  
a n a l y s e d ,  g a v e  a  c h r o m a t o g r a m  w i t h  a  b r o a d  u n d i f f e r e n t i a t e d  p e a k  t h a t  o b s c u r e d  t h e  s i g n a l  
f o r  c a f f e i n e  a n d  t h o s e  a n a l y t e s  w i t h  s h o r t  r e t e n t i o n  t i m e s .  
T h e  d i f f i c u l t y  o f  e x t r a c t i n g  a n d  q u a n t i f y i n g  i b u p r o f e n  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  t h e  o t h e r  t a r g e t  
a n a l y t e s  w a s  n o t  r e s o l v e d  i n  t h i s  p r o j e c t .  A n  a p p r o a c h  t h a t  m i g h t  h a v e  b e e n  a t t e m p t e d  w a s  
t h a t  r e p o r t e d  b y  V e r e n i t c h  e t  a l .  [ 7 6 ] .  I n  t h i s  s t u d y  a  2  L  s a m p l e  w a s  d i v i d e d  i n t o  t w o  1  L  
a l i q u o t s  o n e  o f  w h i c h  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  2  a n d  t h e  o t h e r  t o  p H  7 . 5 .  A c i d i c  d r u g s  w e r e  
e x t r a c t e d  f r o m  a n d  q u a n t i f i e d  i n  t h e  f o r m e r  a n d  c a f f e i n e  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a n d  q u a n t i f i e d  
i n  t h e  l a t t e r .  
T h e  i t e m s  o f  g l a s s w a r e  t h a t  w e r e  d e s i g n e d  f o r  t h e  p r o j e c t  ( s e c t i o n  3 . 7 ,  p .  8 4 )  p r o v e d  t o  b e  
b o t h  c o s t  e f f e c t i v e  a n d  m o s t  s a t i s f a c t o r y  i n  f a c i l i t a t i n g  t h e  s i m u l t a n e o u s  p r e p a r a t i o n  o f  u p  
t o  1 2  s a m p l e s  s u i t a b l e  f o r  H P L C  a n a l y s i s .  
6 . 1 . 4 :  R e c o v e r y  r a t e  o f  t h e  m e t h o d  
T h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  t h e  %  r e c o v e r y  r a t e  o f  t h e  d i f f e r e n t  a n a l y t e s  ( s e e  T a b l e  4 . 1 2 ,  p .  
1 0 4 )  w e r e  s u f f i c i e n t l y  l a r g e  t o  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  o n e  o r  o t h e r  o f  t h e  f a c t o r s  t h a t  
i n f l u e n c e d  t h i s  r e c o v e r y  r a t e  m i g h t  h a v e  b e e n  c o n t r o l l e d  i n  s o m e  w a y  t h a t  w o u l d  h a v e  
g i v e n  h i g h e r  m e a n  r e c o v e r y  r a t e s  a n d  l o w e r  v a l u e s  f o r  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s .  I t  i s  
s u g g e s t e d  t h a t  a  f a c t o r  t h a t  h a d  p o t e n t i a l  f o r  u n c o n t r o l l e d  v a r i a t i o n  w a s  t h e  f l o w  r a t e  o f  t h e  
s e a w a t e r  t h r o u g h  t h e  s o r b e n t .  T h e  L u e r  s t o p c o c k s  ( s e e  F i g u r e  3 . 6 ,  p .  8 4 )  w e r e  d i f f i c u l t  t o  
m a n a g e  i n  s u c h  a  w a y  t h a t  a  c o n s t a n t  f l o w  o v e r  a  6  h o u r  p e r i o d  w a s  m a i n t a i n e d .  I t  i s  
s u g g e s t e d  t h a t  i n  a n y  f u t u r e  w o r k  a t t e n t i o n  t o  t h i s  f a c t o r  m i g h t  g i v e  a  h i g h e r  m e a n  
r e c o v e r y  r a t e .  
6 . 1 . 5 :  C o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  a n a l y t e s  i n  s e a w a t e r  
A s  s t a t e d  a b o v e  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  i n  t h e  s e a w a t e r  o f  D u b l i n  b a y ,  a s  d e t e r m i n e d  
b y  t h i s  p r o j e c t ,  w e r e ,  l a r g e l y ,  c o m p a r a b l e  t o  t h e  r e p o r t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  c o m p o u n d  
i n  s i m i l a r  m a t r i c e s  i n  o t h e r  c o u n t r i e s .  T h e  m a n n e r  i n  w h i c h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  v a l u e s  w e r e  
d i s t r i b u t e d  w i t h i n  t h e  b a y  w a s  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  e x p e c t a t i o n .  H i g h  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  
f o u n d  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  d i s c h a r g e  o f  t h e  e f f l u e n t  f r o m  t h e  R i n g s e n d  W W T P  a n d  t h e s e  
v a l u e s  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  d i s t a n c e  f r o m  t h i s  p o i n t .  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  S o u t h  B u l l  W a l l ,  w h i c h  f o r m s  t h e  s o u t h e r n  r a m p a r t  o f  D u b l i n  p o r t ,  
f o r m e d  a  d i v i d i n g  l i n e  b e t w e e n  r e g i o n s  o f  h i g h  c a f f e i n e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  o f  s o m e w h a t  
l o w e r  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  f o u n d  o n  t h e  n o r t h e r n  s i d e  o f  t h i s  
w a l l  w h i c h  i s  t h e  p o s i t i o n  w h e r e  t h e  W W T P  e f f l u e n t  i s  d i s c h a r g e d .  
T h o u g h ,  f o r  t h e  r e a s o n s  s t a t e d  a b o v e ,  t h e  v a l u e s  f o u n d  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l  
a r e  n o t  c o n s i d e r e d  t o  b e  a s  r e l i a b l e  a s  t h o s e  f o r  c a f f e i n e ,  t h e s e  v a l u e s  d i d  f o l l o w  t h e  p a t t e r n  
s h o w n  b y  c a f f e i n e .  T h e r e  w e r e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e s t r a d i o l  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  
d i s c h a r g e  f r o m  t h e  W W T P  a n d  t h e s e  v a l u e s  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  d i s t a n c e  f r o m  t h i s  
p o s i t i o n .  A l s o  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  f o u n d  o n  t h e  n o r t h e r n  s i d e  o f  t h e  S o u t h  B u l l  
W a l l  t h a n  o n  t h e  s o u t h e r n  s i d e  o f  t h i s  b a i r i e r .  
6 . 1 . 6 :  R a t i o  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  o f  e s t r a d i o l  
T h e  r a t i o  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  o f  e s t r a d i o l  i n  t h e  s e a w a t e r  s a m p l e s  t a k e n  a t  
t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  t h e  W W T P  e f f l u e n t  s e e m e d  t o  a p p r o x i m a t e  t o  2 :  1 .  T h i s  r a t i o  w a s  
n o t  m a i n t a i n e d  i n  t h e  s a m p l e s  c o l l e c t e d  t h r o u g h o u t  t h e  b a y .  F u r t h e r  r e s e a r c h  m i g h t  
e s t a b l i s h  t h e  r e l i a b i l i t y  o f  t h i s  s u g g e s t e d  r a t i o  a n d  w h e t h e r  i t  i s  m a i n t a i n e d  i n  t h e  e f f l u e n t  
o v e r  a  l e n g t h y  p e r i o d  o f  t i m e .  
6 . 2 :  S u g g e s t i o n s  f o r  f u r t h e r  r e s e a r c h :  
O f  t h e  s i x  t a r g e t  c o m p o u n d s  t h a t  w e r e  c h o s e n  t h e r e  w a s  a m p l e  e v i d e n c e  i n  t h e  l i t e r a t u r e  
t o  s u g g e s t  t h a t  c a f f e i n e ,  e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  i b u p r o f e n  a n d  n o n y l p h e n o l  m i g h t  b e  
f o u n d  i n  t h e  s e l e c t e d  s a m p l i n g  r e g i o n .  T h e  w i d e s p r e a d  u s e  o f  m e t h y l p a r a b e n  ( s e e  s e c t i o n  
2 . 2 . 2 . 2 ,  p .  5 5 )  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a  s u b s t a n t i a l  r e a s o n  f o r  b e l i e v i n g  t h a t  i t s  p r e s e n c e  
m i g h t  a l s o  b e  d e t e c t e d ,  e s p e c i a l l y  i n  t h e  s e a w a t e r  c l o s e  t o  t h e  e x i t  o f  t h e  W W T P  e f f l u e n t .  
T h e  p r o j e c t  d i d  n o t  a c h i e v e  s u c c e s s  i n  i d e n t i f y i n g  t h e  a n a l y t e s  m e t h y l p a r a b e n ,  
e t h y n y l e s t r a d i o l ,  i b u p r o f e n  o r  n o n y l p h e n o l  i n  t h e  s e a w a t e r  s a m p l e s ,  e v e n  i n  t h o s e  
s a m p l e s  c o l l e c t e d  a t  t h e  p o i n t  o f  d i s c h a r g e  o f  t h e  W W T P  e f f l u e n t .  I n  v i e w  o f  t h e  
n u m e r o u s  r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  t h a t  s u c h  c o m p o u n d s ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  
m e t h y l p a r a b e n ,  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  c o m p a r a b l e  m a t r i c e s  e l s e w h e r e  i t  i s  b e l i e v e d  t h a t ,  
w i t h  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  p r o j e c t ,  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  
f i n d  e v i d e n c e  o f  s u c h  c o m p o u n d s  i n  t h e  s e a w a t e r  o f  D u b l i n  b a y .  
T h e  o v e r a l l  a i m  o f  t h e  p r o j e c t ,  i . e .  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  o n e  p o l l u t a n t  t h a t  m i g h t  a c t  a s  a n  
i n d e x  f o r  o t h e r s ,  a w a i t s  h r t h e r  r e s e a r c h  t h a t  m i g h t  i d e n t i f y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  r a n g e  
o f  a n t h r o p o g e n i c  p o l l u t a n t s  i n  a  v a r i e t y  o f  d i f f e r e n t  l o c a t i o n s .  
D e s p i t e  t h e  c a u t i o n  t h a t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  r e g a r d i n g  t h e  v a l u e s  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
e s t r a d i o l  i n  t h e  s e a w a t e r  f o u n d  b y  t h i s  p r o j e c t  t h e  p r e v a l e n c e  o f  t h i s  c o m p o u n d  i n  t h e  
e s t u a r y  o f  t h e  r i v e r  L i f f e y  d o e s  s e e m  t o  w a r r a n t  f u r t h e r  r e s e a r c h .  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
t h e r e  m i g h t  b e  a  l a r g e  a m o u n t  o f  t h i s  h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d  a d s o r b e d  t o  t h e  s e d i m e n t  o f  
t h e  b a y  g i v i n g  a n  e q u i l i b r i u m  v a l u e  i n  t h e  a q u e o u s  p h a s e  m i g h t  b e  i n v e s t i g a t e d .  T h e  
p o s s i b i l i t y  o f  a  c a u s a l  c o n n e c t i o n  b e t w e e n  a n  a p p a r e n t l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r o g e n i c  
m a t e r i a l  i n  t h e  s e a w a t e r  o f  t h e  b a y ,  a n d  h e n c e  i n  t h e  e s t u a r y  o f  t h e  r i v e r ,  a n d  t h e  d e c l i n e  
i n  t h e  s a l m o n  s t o c k  o f  t h e  r i v e r  m i g h t  a l s o  b e  i n v e s t i g a t e d .  
A c c o r d i n g  t o  r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  e . g .  A r s e n a u l t  e t  a l .  [ 3 9 ] ,  l o w  l e v e l  e x p o s u r e  o f  
y o u n g  s a l m o n  i n  t h e  p a r - s m o l t  t r a n s f o r m a t i o n  s t a g e  h a s  a  d e t r i m e n t a l  e f f e c t  o n  t h e i r  
a b i l i t y  t o  s u r v i v e  i n  t h e  o p e n  s e a .  S i n c e  t h i s  t r a n s f o r m a t i o n  s t a g e  o c c u r s  a s  t h e  f i s h  a r e  
r e t u r n i n g  t o  t h e  s e a  f r o m  t h e  r i v e r  i n  w h i c h  t h e y  w e r e  s p a w n e d  t h e  n u m b e r  o f  f i s h  t h a t  
w i l l  s u r v i v e  a n d  e v e n t u a l l y  r e t u r n  t o  t h i s  r i v e r  i s  c o m p r o m i s e d .  
L i k e  m a n y  I r i s h  r i v e r s  s a l m o n  s t o c k s  i n  t h e  r i v e r  L i f f e y  h a v e  d e c l i n e d  i n  r e c e n t  y e a r s .  
P r e s u m a b l y  t h e r e  a r e  m a n y  r e a s o n s  f o r  t h i s  d e c l i n e .  I n  v i e w  o f  t h e  r e p o r t e d  e f f e c t s  o f  
h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r o g e n i c  m a t e r i a l  o n  y o u n g  s a l m o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l  
i n  D u b l i n  b a y  e s t a b l i s h e d  b y  t h i s  p r o j e c t  m i g h t  b e  c o n s i d e r e d  t o  b e  a  p o s s i b l e  
c o n t r i b u t i n g  f a c t o r .  
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